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Resumen  

Los virus fitopatógenos provocan importantes pérdidas económicas al afectar la calidad de la 

producción agrícola, cuestión que se agudiza a través de la propagación de cultivos por injerto. 

El carácter estéril del babaco (Vasconcellea x heilbornii var. pentagona) requiere la 

implementación de métodos de multiplicación asexual con el fin de asegurar el rendimiento de 

la producción de sus frutos, volviéndolo susceptible a infecciones causadas por microorganismos 

incluyendo virus. Mediante la secuenciación masiva de ADN complementario de hojas 

recolectadas en viveros comerciales, se detectó el fragmento ARN-1 correspondiente a la 

poliproteína de un nuevo virus denominado tentativamente babaco cheravirus-1 (BabChV-1). El 

análisis filogenético de la secuencia de la poliproteína del cheravirus-1 confirmó la estrecha 

relación evolutiva que comparte con dos miembros del género Cheravirus, Apple latent spherical 

virus (ALSV) y Cherry rasp leaf virus (CRLV). El presente estudio sugiere un método de evaluación 

de transmisión de virus por nemátodos y provee una revisión bibliográfica de nemátodos como 

vectores biológicos del virus CRLV. La evidencia adquirida hasta el momento indica que el 

segmento ARN-1 del babaco cheravirus-1 es transmitido por injertos y que la titulación de la 

molécula de ARN-2 en las plantas de babaco infectadas es bajo o no está presente.  

Palabras clave: 

 CHERAVIRUS 

 VASCONCELLEA X HEILBORNII VAR. PENTAGONA 

 BABACO 

 XIPHINEMA  

 NEMATODES  
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Abstract 

Plant viruses cause major economic losses by affecting the quality of agricultural production, an 

issue that increases due to grafting multiplication. The sterile character of babaco (Vasconcellea 

x heilbornii var. pentagona) requires the implementation of asexual reproduction methods with 

the objective of achieving a profitable fruit production, what it renders babaco susceptible to 

microbial diseases, especially those caused by viruses. Through massive sequencing of 

complementary DNA from babaco leaves collected from Ecuadorian highlands commercial 

nurseries, the partial sequence of a new babaco virus tentatively named babaco cheravirus-1 

(BabChV-1) was detected. Phylogenetic analysis of the sequence of the babaco cheravirus-1 

RNA-1 polyprotein confirms a close evolutionary relationship with two members of 

the Cheravirus gender, Apple latent spherical virus (ALSV) and Cherry rasp leaf virus (CRLV). This 

work suggests a procedure to evaluate the virus transmission by nematodes and provides a 

bibliographic review of nematodes as CRLV biological vector. The current evidence shows that 

the RNA-1 babaco cheravirus-1 segment is transmitted by grafting and the titer of the RNA-2 

molecule of the infected plants is low or absent.  

Keywords: 

 CHERAVIRUS 

 VASCONCELLEA X HEILBORNII VAR. PENTAGONA 

 BABACO 

 XIPHINEMA  

 NEMATODES  
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Capítulo I: Introducción 

Formulación del problema 

Los virus son los fitopatógenos de mayor importancia después de los hongos, ya que 

causan pérdidas económicas de billones de dólares anuales (Jeong et al., 2014), al reducir la 

calidad y cantidad de productos agrícolas a nivel mundial (Pecman et al., 2017). Desde la 

identificación del virus del mosaico del tabaco (TMV) en 1898, primer virus caracterizado, se 

conoce su carácter ubicuo y dependencia hacia sus hospederos (Sanfaçon, 2017). La 

implementación de métodos de secuenciación ha permitido la detección acelerada de nuevos 

virus en plantas (Lewsey y Carr, 2019), sin  embargo, el conocimiento obtenido hasta el 

momento sigue siendo limitado (Roossinck, 2013).  

Mediante secuenciación de alto rendimiento (HTS), se analizaron muestras de 

invernaderos comerciales de babaco en la provincia de Azuay, dando lugar al reporte del primer 

viroma de babaco de Ecuador. Los resultados permitieron la detección de seis secuencias 

similares a partículas víricas, el genoma de tres de estas secuencias se detectó de forma parcial; 

las cuales presentaron homología con los géneros Cheravirus, Nepovirus y Deltapartitivirus 

(Cornejo-Franco et al., 2020). 

La propagación de las enfermedades virales a nuevas zonas geográficas, se debe al 

movimiento de los vectores y al transporte de material vegetativo infectado (Al-Ali et al., 2013), 

problema que se agrava en países en vías de desarrollo (Kreuze y Valkonen, 2017). El babaco es 

un hídrido estéril que se originó de forma natural (Peña et al., 2017), por lo que su producción 

requiere de propagación vegetativa por brotes, estacas o injertos (Robles et al., 2016), 

haciéndolo susceptible a problemas fitopatológicos (Scheldeman et al., 2002). Es por esta razón 

que se requiere la implementación de métodos de manejo de cultivo que mitiguen el impacto 
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de los virus, lo que se logra a través del conocimiento del patógeno y su interacción con el 

ambiente (Aranda y Freitas-Astúa, 2017). 

Justificación 

El babaco es una planta apetecida a nivel comercial por su fácil propagación, 

crecimiento y la poca mano de obra requerida (Kempler y Kabaluk, 1996). Su fruto constituye un 

producto de exportación (Robles et al., 2016), especialmente a países norteamericanos y 

europeos (Soria y Viteri D., 1999),  debido a la ausencia de semillas, cutícula delgada y sabor 

agradable (Robles et al., 2016). Las principales provincias productoras de Ecuador son 

Tungurahua, Pichincha, Imbabura, Carchi, Azuay y Loja (Soria y Viteri D., 1999).  

Las cualidades comerciales de un producto agrícola están determinadas por su sanidad, 

valor nutricional, características organolépticas y propiedades físicas (Parra, 1989), por esta 

razón, se deben desarrollar métodos de diagnóstico y mantenimiento contra las enfermedades 

en plantas, ya que los cultivos infectados pueden repercutir de manera negativa en la economía 

local y nacional de un país (Lucas, 2009). Las regiones en vías de desarrollo aplican productos 

para el control fitosanitario de bajo costo y efectividad reducida, lo que incrementa la 

susceptibilidad a ataques virales. Adicionalmente estas naciones, no cuentan con equipos ni 

personal capacitado que contribuya al reconocimiento y reporte de los virus que atacan a los 

cultivos (Rybicki y Pietersen, 1999). 

Se requiere implementar métodos de diagnóstico que contribuyan a la detección de 

virus emergentes, así como la generación de información que permita entender la biología del 

virus (Rojas y Gilbertson, 2008). Entre las técnicas tradicionales de diagnóstico, se encuentra la 

interpretación visual de síntomas, sin embargo, factores como la cepa del virus, el huésped, el 

tiempo de infección, ambiente, desbalance nutricional, uso de pesticidas y contaminación 

pueden provocar errores en el proceso o inducir una sintomatología no aparente (Alemu, 2015). 
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Una vez que se haya generado este conocimiento se puede asegurar una agricultura segura y 

sustentable (López et al., 2003). 

Las partículas víricas tienen que atravesar la cutícula y las paredes de celulosa para 

ingresar a las células vegetales, este proceso es posible gracias a las asociaciones que han 

desarrollado con insectos y nemátodos (Zaitlin y R., 1987). Generar información acerca del 

comportamiento y efectos de los vectores biológicos de un virus, permite la aplicación de 

tratamientos que prevengan su propagación (Harrison, 1977). Además, esto evita que el virus 

aumente su rango de hospederos (Brown, Ploeg, et al., 1995), con lo que se previenen mayores 

pérdidas económicas.  

El presente proyecto pretende caracterizar un nuevo virus del babaco encontrado en un 

vivero comercial de la provincia de Azuay, enfocándose en la determinación del vector natural, 

secuenciación completa de su genoma y relaciones filogenéticas. La información generada  

permitirá un asesoramiento certero por parte de los dirigentes de los gobiernos locales a los 

agricultores en cuanto al control de enfermedades, con lo cual se podrá ofertar un fruto de 

calidad y mejorar los ingresos de los productores. 

Objetivos  

Objetivo General 

Caracterizar a nivel genómico y biológico un nuevo Cheravirus en babaco (Vasconcellea 

x heilbornii. var. pentagona). 

 

Objetivos Específicos 

 Obtener el genoma completo del nuevo Cheravirus encontrado en babaco (Vasconcellea 

x heilbornii. var. pentagona) mediante secuenciación de siguiente generación.  
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 Establecer relaciones filogenéticas del nuevo virus con miembros de la familia 

Secoviridae a través de la comparación de genes homólogos.  

 Evaluar el rol de nemátodos encontrados en raíces de babaco en la transmisión del 

nuevo virus.  

Capítulo II: Marco teórico 

Generalidades del Babaco  

El babaco (Vasconcellea x heibornii. var. pentagona) es un híbrido natural entre el 

chamburo (Carica  pubescens) y el toronche (Carica stipulata) (Soria y Viteri D., 1999). Se originó  

en la  provincia de Loja y se encuentra distribuido en los valles interandinos del Ecuador (Soria, 

1997). No se han reportado variedades del babaco pero si ecotipos que se diferencian en su 

forma, color de pulpa y aroma (Soria, 1997). Su reproducción es asexual, debido a su condición 

estéril (Kempler y Kabaluk, 1996), por lo que su propagación se realiza mediante brotes, estacas 

o injertos (Robles et al., 2016). El cultivo fructifica a los 9 o 12 meses después del trasplante y su 

producción continúa hasta aproximadamente 36 meses (Asociación de Agrónomos Indígenas de 

Cañar, 2003).  

El babaco tiene un mejor rendimiento bajo condiciones de invernadero que al cultivarlo 

al aire libre (Jadán y Dorca, 2019). Además el cultivo de babaco en  invernadero ha permitido la 

extensión  del  cultivo a zonas donde no se cumplen las  condiciones climatológicas necesarias 

(Soria, 1997). Se recomienda ubicar los invernaderos entre 1500 y 3100 msnm., con 

temperaturas ideales de 15 a 20°C, que se pueden regular mediante el uso de cortinas. El 

porcentaje de humedad requerido oscila entre el 60 y 80%, con una luminosidad de 5 horas 

diarias. El suelo debería tener una textura franco-arcillo-arenosa, con un 3% de materia orgánica 

y un pH entre 5,8 y 8,2 (Asociación de Agrónomos Indígenas de Cañar, 2003).   
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A partir de la exportación de esquejes de babaco en el año 1973 por parte de 

investigadores de Nueva Zelanda, la producción comercial del cultivo se expandió a países como 

Italia, España, Israel, Reino Unido, Estados Unidos y desde luego Nueva Zelanda. Las 

características que potencian su comercialización son su fácil propagación, rápido crecimiento y 

requerimiento de poca mano de obra (Kempler y Kabaluk, 1996). La carencia de semillas, 

cutícula delgada, así como el aroma y gusto de su fruto (Robles et al., 2016), facilitan la 

elaboración de jugos, mermeladas, dulces, jaleas, postres y frescos  (Soria, 1997). 

Enfermedades del babaco causadas por virus  

La forma de propagación vegetativa por estacas da lugar al aumento de problemas 

fitopatológicos (Robles et al., 2016), causados por bacterias, virus, nemátodos, ácaros, áfidos 

(Soria, 1997) y hongos (Jadán y Dorca, 2019).  

Virus del mosaico de la papaya 

Es un virus de ARN, perteneciente al género Potexvirus, con un rango amplio de 

hospederos. Las plantas enfermas son  de tamaño reducido con hojas cortas (Robles et al., 

2016).  

Virus del mosaico del babaco (BabMV) 

Las partículas tienen forma de filamento y guardan relación con el Papaya mosaic virus, 

Althernantera mosaic virus y Senna mosaic virus, presentando un mosaico moderado (Alvarez Q. 

et al., 2017).  

En campo el ataque vírico se puede controlar al seleccionar plantas madre sanas, 

emplear plantas obtenidas por propagación meristemática y por medio de la erradicación de 

plantas enfermas (Viteri D., 1992). El riesgo de estas enfermedades también puede disminuir al 

implementar métodos de propagación in vitro (Scheldeman et al., 2002).  
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Generalidades de virus en plantas  

Los virus de plantas están constituidos por ácidos nucleicos que contienen la 

información necesaria para su infección, rodeados por una capa de proteínas denominada 

cápside (Pearson, 2017). El 80% de virus de plantas corresponden a virus de ARN de cadena 

simple de sentido positivo, el porcentaje restante se distribuye entre virus de ARN de cadena 

doble o monocatenarios de sentido negativo (Lewsey y Carr, 2019).  

La carencia de los principios biológicos básicos de los virus como homeostasis, 

regulación, funciones metabólicas, respuesta a estímulos, replicación y adaptación, no permite 

clasificarlos como seres vivos, en efecto se encuentran en el límite entre lo vivo y lo inerte (Hong 

y Ju, 2017). La replicación vírica se puede resumir en desensamblaje de las partículas víricas, 

traducción del genoma, modificaciones de la membrana celular, formación del complejo de 

replicación viral (en el caso de virus de RNA de cadena positiva), encapsulación del genoma, 

movimiento de las partículas viral entre células y a largas distancias a través de la planta. Para 

que este proceso se pueda llevar a cabo el virus manipula las rutas metabólicas y los 

componentes celulares del huésped (Wang, 2015).   

El carácter sésil de las plantas ha provocado que los virus se valgan de vectores 

específicos para su propagación (Wang y Zhou, 2016), tales como insectos, artrópodos, 

nemátodos y hongos (Sanfaçon, 2017). Sin embargo, este no es el único factor ecológico que 

determina el comportamiento de los virus, el rango de hospederos, sintomatología, tropismo 

tisular y modos de transmisión también influyen en su interacción con  el medio (Aranda y 

Freitas-Astúa, 2017).   

La caracterización e identificación de los virus en plantas frutales puede dificultarse por 

la baja concentración e irregularidad en su distribución, infecciones mixtas, ausencia de 

sintomatología o fluctuación de síntomas dependiendo de la temporada (Maliogka et al., 2018). 
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Actualmente el ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR)  y la microscopía electrónica son los métodos preferidos para este fin 

(Nicolaisen, 2011).  

Caracterización del género Cheravirus 

El género Cheravirus pertenece al  orden Picornavirales (James y Upton, 2002) y a la 

familia Secoviridae (Thompson et al., 2004). Poseen partículas isométricas de aproximadamente 

26 nm de diámetro (Adams et al., 2013) con un número de pseudo-triangulación igual a 3 

(Sanfaçon et al., 2009). Los miembros del género tienen un genoma bipartito de cadena simple 

de ARN encapsulada en tres proteínas de la cápside (Kon y Yoshikawa, 2014). Hasta la fecha se 

ha reportado la existencia de 5 especies de Cheravirus; Apple latent spherical virus, Arracacha 

virus B, Cherry rasp leaf virus, Currant latent virus y Stocky prune virus (International Committee 

on Taxonomy of Viruses, 2019). 

El genoma de las especies pertenecientes al género Cheravirus están compuestos por 

dos moléculas de ARN. El ARN-1 tiene un tamaño aproximado de 7 kb y codifica una poliproteína 

que da lugar a cinco proteínas maduras: un cofactor de proteasa (C-Pro), una helicasa (Hel), una 

proteasa de serina (Pro), una proteína viral ligada al genoma (VPg) y una ARN polimerasa ARN-

dependiente (RdRp). El ARN-2 tiene una longitud de 3.3 kb y codifica a una poliproteína que 

escinde en cuatro proteínas: una proteína de movimiento (MP) y tres proteínas de la cápside 

(CPs) de 20, 22 y 25 kDa (Adams et al., 2013).  

La evidencia experimental ha demostrado que miembros del género Cheravirus se 

movilizan entre células a través de estructuras tubulares (Sanfaçon et al., 2009). Su rango de 

hospederos varía dependiendo el virus e incluye maleza aledaña a cultivos infectados (Nyland et 

al., 1969). CRLV es transmitido por nemátodos del género Xiphinema sp. (James y Upton, 2002) 
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y semillas infectadas (Hansen et al., 1974). Generalmente las infecciones de ALSV son 

asintomáticas 

Transmisión de virus  

En algunos casos los fitovirus ingresan a la cutícula del hospedero por medio de 

laceraciones, provocados por los organismos que los transportan (transmisión horizontal). En  

otros casos los virus son transmitidos de forma vertical por semillas o mediante material 

vegetativo proveniente de una planta madre infectada (Walkey, 1991); (Fermin, 2018). La 

transmisión de virus por medio de semillas se produce a través del embrión o de otros tejidos 

como la cubierta (Kamada et al., 2018). Los miembros de la familia Secoviridae son transmitidos 

por medio de inoculación mecánica, vectores que incluyen insectos o nemátodos y mediante 

semillas o polen (Fermin, 2018).  

Transmisión vírica por injerto 

La propagación vegetativa por injerto tiene un rol ambiguo, por un lado contribuye a la 

dispersión de enfermedades pero por otro esta técnica se usa en el control de plagas 

(Goldschmidt, 2014). Los virus adquiridos a través de reproducción asexual persisten  de manera 

perenne, a pesar de que estos no coloniza toda la planta en la primera etapa de desarrollo (Hull, 

2014). La transmisión tiene lugar a pesar de que el material vegetal injertado no sea compatible 

o fisiológicamente funcional (Goldschmidt, 2014).  

Nemátodos como vectores víricos 

La primera evidencia de un nemátodo como posible vector de virus, fue reportada por el 

equipo de investigación de Loewenberg, mediante microscopía electrónica observaron 

partículas como virus (VLPs) en nemátodos, los mismos que fueron encontrados en nódulos de 

raíces de plantas infectadas (Schoelz y Stewart, 2018). Para establecer la sinergía entre 

nemátodos y virus se debe tener en cuenta los siguientes criterios; a) demostrar la infección de 
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la planta de estudio, b) realizar ensayos con nemátodos recolectados de forma manual, c) incluir 

controles que contrasten al nemátodo como vector inequívoco, d) el nemátodo debe estar 

identificado y e) el virus caracterizado (Brown, Ploeg, et al., 1995). Las investigaciones que 

buscan dilucidar esta interacción se ven obstaculizadas principalmente por el habitat, 

comportamiento alimentario y condiciones de cultivo de los nemátodos (Syller, 2014).  

Se considera que la transmisión de virus por nemátodos es de carácter no circulatorio ya 

que no se ha encontrado evidencia de que exista multiplicación vírica dentro del mismo 

(Walkey, 1991). Tanto Nepovirus como Tobravirus son  transmitidos por nemátodos (Harrison, 

1977). Cabe destacar que el vector de las especies del género Tobravirus es un nemátodo, pero 

que solo un tercio de los Nepovirus se transmite por medio de este vector (Hull, 2014). La 

moléculas de ARN-2 de los Nepovirus es la que interacciona con  el nemátodo permitiendo su 

transmisibilidad (Brown, Robertson, et al., 1995). Los nemátodos ectoparasíticos capaces de 

realizar este proceso pertenecen a las  familias: Longidoridae (Dorylaimida; género Longidorus y 

Xiphinema) y Trichodoridae (Triplonchida; género Thichodorus y Paratrichodorus) (Syller, 2014). 

Los géneros Longidorus y Xiphinema son transmisores de Nepovirus y los género Trichodorus y 

Paratrichodorus son transmisores de Tobravirus (Harrison, 1977).  

La infección se realiza mediante el estilete, pudiéndose acumular partículas víricas en el 

animal (Fermin, 2018). Las partículas permanecen en el interior del nemátodo durante meses o 

años, pero se pierden en la muda, su liberación esta sujeta a cambios de pH producidos por el 

flujo de saliva durante su alimentación (Hull, 2002). Las células aledañas que no estuvieron en 

contacto directo con el estilete del nemátodo, manifiestan granulaciones en el citoplasma o 

núcleos y nucleolos atrofiados (Palomares et al., 2017). A pesar de que se detecten  partículas 

víricas en el aparato digestivo de un nemátodo, esto no significa que las transmita (Hull, 2014). 
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En Ecuador se ha detectado la presencia de Xiphinema sp. en raíces de carrizo, cebada, 

fréjol, maíz, mandarina, naranjilla, hobos, papa, pimienta, piretro, tomate de árbol, tomate y 

yuca (Eguiguren y Défaz T., 1992).  

Métodos de detección y diagnóstico 

La importancia de la identificación viral radica en que las enfermedades causadas por 

fitovirus pueden ser confundidas con el estrés ambiental al que es sometida la planta o con la 

presencia de otros patógenos ya que la sintomatología puede ser similar, en otros casos las 

enfermedades son asintomáticas y por lo tanto no pueden ser visualizadas (Yadav y Khurana, 

2016); (Jeong et al., 2014). Los métodos de detección y diagnóstico de enfermedades en cultivos 

se clasifican en directos (técnicas serológicas y moleculares) e indirectos (cambios morfológicos 

en la planta infectada) (Fang y Ramasamy, 2015).  

Las tecnologías frecuentemente utilizadas para la detección de patógenos son aquellas 

basadas en principios bioquímicos, entre las que destacan la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), hibridación molecular y secuenciación de alto rendimiento (HTS). Las dos 

primeras son las más implementadas en los laboratorios debido a su alta sensibilidad (capacidad 

de detectar el agente infeccioso sin obtener falsos positivos o negativos), alta especificidad 

(número mínimo de patógenos detectados en un ensayo) y bajo costo, no obstante, en los 

últimos años la secuenciación está teniendo mayor impacto en la caracterización de nuevos 

virus (Pallás et al., 2018); (López et al., 2003).  

Entre los desafíos que presenta la caracterización de virus destaca la baja carga viral, la 

distribución desigual del virus en la planta, la aparición de infecciones mixtas en plantas 

individuales, las infecciones asintomáticas o sintomatología fluctuante dependiendo de la 

temporada y la naturaleza heterogénea y compleja del viroma de la planta (Maliogka et al., 

2018).  
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Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa relaciona secuencias de géneros y familias con el 

genoma del virus diana (Yadav y Khurana, 2016), objetivo que se consigue al diseñar 

oligonucleótidos y sondas específicas (Martinelli et al., 2015). El éxito del proceso recae en la 

eficacia de la extracción del material genético, que tiene que estar libre de inhibidores (López et 

al., 2003), en la actividad de la enzima (polimerasa), en la solución tampón y en la concentración 

de desoxirribonucleósidos trifosfato (dNTPs) (Fang y Ramasamy, 2015).  

La RT-PCR se caracteriza por ser un proceso rápido, específico y rentable para la 

detección de virus de ARN (Xu et al., 2017). El proceso consiste en obtener ADN complementario 

(cDNA) a partir del ARN genómico usando hexámeros generados al azar y la enzima 

transcriptasa inversa, estos productos se amplifican por PCR implementando primers 

complementarios a la región de interés (Li y Hartung, 2007). La detección vírica puede 

dificultarse en algunos casos por la falta de genes distintivos que puedan ser comparados con 

ensayos realizados con anterioridad mediante PCR o RT-PCR (Roossinck, 2019).  

Secuenciación de siguiente generación 

La secuenciación de siguiente generación hace posible la detección de todos los 

patógenos desconocidos que puedan estar invadiendo la planta de estudio, en especial en 

ausencia de sintomatología (Jones et al., 2017), lo que permite la detección y caracterización de 

nuevos virus presentes tanto en hospederos como en  potenciales vectores (Hadidi et al., 2016). 

Los pasos para la preparación de la muestra incluyen: extracción del ácido nucleico, 

fragmentación de la secuencia, enriquecimiento del ARN viral y preparación de bibliotecas 

(Maliogka et al., 2018). Desde 2009 la secuenciación de ARN se he hecho a partir de la 

extracción de diferentes tipos de ARN entre los que figuran: ARN total (totRNA), ARN ribosomal 
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(rRNA), ARN de doble cadena (dsRNA), virus derivados de ARN pequeño de interferencia (sRNA), 

ARN de partículas virales y RNA poliadenilado (poly(A) RNA) (Pecman et al., 2017).  

Análisis Filogenéticos  

La filogenética se basa en la comparación de las variaciones de segmentos homólogos 

de los diversos clados (Haubold, 2013); (Sleator, 2013). Los análisis filogenéticos contribuyen a la 

comprensión de cómo los procesos de mutación, recombinación, deriva genética y diversidad 

genética se relacionan con la evolución de los fitovirus (Pagán, 2018), esto se consigue al 

implementar diagramas hipotéticos que representan relaciones evolutivas entre organismos 

denominados árboles filogenéticos (Sleator, 2013). Básicamente los análisis filogenéticos 

constan de cuatro pasos: i) alineamiento de secuencias, ii) determinar el modelo de sustitución; 

iii) construir el árbol; y iv) evaluar el árbol (Brinkman y Leipe, 2001). 

Hipótesis 

H0: Nemátodos del género Xiphinema no son vectores del nuevo Cheravirus encontrado 

en los cultivos de invernaderos comerciales de babaco de las zonas muestreadas de Tungurahua 

y Azuay.  

H1: Nemátodos del género Xiphinema son vectores del nuevo Cheravirus encontrado en 

los cultivos de invernaderos comerciales de babaco de las zonas muestreadas de Tungurahua y 

Azuay. 

Capítulo III: Materiales y métodos 

Caracterización del virus a nivel genómico 

La determinación del genoma del virus se realizó a partir de una planta mantenida bajo 

condiciones de invernadero en el Centro de investigaciones Biotecnológicas del Ecuador - CIBE. 

La secuenciación se realizó a partir de ARN total según se explica en el  siguiente apartado.  
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Extracción de ARN total  

Se colocó aproximadamente 100 mg de tejido vegetal en  tubos de 2 mL con rulimanes 

estériles en un molino mezclador a 23 ciclos/s a dos tiempos durante 45 s. Se agregó 1,5 mL de 

buffer de extracción por muestra y se homogeneizó. La mezcla fue centrifugada a 3000 rpm por 

2 min. Se añadió 650 µL de acetato de potasio 6M y 650 µL del sobrenadante en nuevos tubos 

de 2mL y se mezcló varias veces. Se centrifugó a 13000 rpm durante 10 min. En nuevos tubos de 

1,5 mL se agregó 750 µL de isopropanol y 750 µL del sobrenadante evitando tomar la fase 

superior e inferior. Se centrifugó a 13000 rpm por 30 min. El sobrenadante fue eliminado y se 

agregó 750 µL de Wash Buffer y 25 µL de sílica por muestra, se mezclo en un vortex hasta 

obtener un color homogéneo. La mezcla fue centrifugada a 5000 rpm por 30 s y el sobrenadante 

eliminado. Se lavó por una segunda ocasión con 750 µL de Wash Buffer y mezclado mediante 

vortex. Las muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 3 min y el sobrenadante 

eliminado. El pellet fue secado al vacío durante 15 min. Se agregaron 80 µL de agua pura a las 

muestras y nuevamente se centrifugo a 13000 rpm por 5 min. Finalmente se transfirieron 50 µL 

del sobrenadante a nuevos tubos, evitando tomar la sílica. El procedimiento detallado se basa 

en el trabajo de Halgren et al. (2007). 

Secuenciación de siguiente generación 

La secuenciación fue realizada por la empresa ©Macrogen Inc., a través de la 

plataforma Ilumina. Para enriquecer el ARN viral, el ARN ribosómico fue removido usando 

Ribozero de Illumina. El ARN enriquecido fue utilizado para generar una biblioteca de ADN 

complementario (ADNc) utilizando el kit ARN True Seq de Ilumina. Las lecturas obtenidas a partir 

de la secuenciación se procesaron usando herramientas bioinformáticas libres (pipelines) para el 

ensamblaje de los contigs. 
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Detección de Cheravirus 

Obtención de muestras de material vegetal 

Se recolectaron hojas jóvenes de 20 plantas de babaco por cada huerto visitado de las 

provincias de Azuay (Cantón Paute) y Tungurahua (Cantones Baños, Patate y Pelileo), el 

muestreo fue realizado a manera de zigzag y las hojas fueron transportadas en bolsas de 

plástico dentro de una hielera y almacenadas a 4°C hasta su análisis.   

Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR) 

La RT-PCR se realizó a partir de ARN total extraído, usando la metodología 

anteriormente detallada, empleando la enzima Transcriptasa reversa RevertAid® de Thermo 

ScientificTM. A continuación se detalla la cantidad de cada reactivo y el programa implementado 

para el proceso: 

Tabla 1  

Cantidades empleadas para la preparación del master mix para la RT-PCR 

Reactivo Volumen por Reacción [µL] 

Agua DEPC 7,95 

Buffer 5X 3 

DTT 0,75 

Hexámeros al azar 0,6 

dNTP's 0,6 

Enzima RT 0,1 

Volumen total 13 

 

Nota. Información proporcionada por el equipo de investigación del Centro de Investigaciones 

Biotecnológicas del Ecuador-CIBE del Programa de Virología. 

Tabla 2  

Condiciones del programa de RT-PCR para la detección de Babaco cheravirus-1 

Fases Temperatura Tiempo 

Hibridación  25°  5 min 

Extensión  47°  60 min 
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Fases Temperatura Tiempo 

Desactivación enzimática 80° 8 min 

 

Nota. Información proporcionada por el equipo de investigación del Centro de Investigaciones 

Biotecnológicas del Ecuador-CIBE del Programa de Virología. 

Se agregó 2 µL de ARN por muestra, con lo que se obtuvo un volumen final de 15 µL. 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La PCR se realizó a partir de 2 µL de ADNc por muestra, obtenido en el paso anterior, en 

este paso se usó la Taq DNA polimerasa de GenScript. A continuación se detalla la información  

de los reactivos y programa implementado para el proceso: 

Tabla 3  

Primers empleados para la  detección de Cheravirus en hojas de babaco 

Forward Reverse 
Temperatura de 

Anneling [°C] 
Producto de 

Amplificación 

GCTTGTCATTAGCACGGCTAAC GCAGGAAAGAGCGTCTGATCA 55-57 447 

 

Nota. Información recuperada del estudio realizado por Cornejo-Franco et al. (2020). 

Tabla 4  

Cantidades empleadas para la preparación del master mix para la PCR 

Reactivo Volumen por Reacción [µL] 

Agua 6,275 

Buffer 10X 1 

Primer Forward 0,2 

Primer Reverse 0,2 

dNTP's 0,25 

Enzima Taq polimerasa 0,075 

Volumen total 8 

 

Nota. Información proporcionada por el equipo de investigación del Centro de Investigaciones 

Biotecnológicas del Ecuador-CIBE del Programa de Virología. 
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Tabla 5  

Condiciones del programa de PCR para la detección de Babaco cheravirus-1 

Fases Temperatura  Tiempo  Ciclos 

Desnaturalización  inicial 95°  5 min  1 

Desnaturalización 95° 30 s 

40 Alineamiento 55° 30 s 

Extensión  72°  1 min 

Extensión final  72°  5 min 1 

 

Nota. Información proporcionada por el equipo de investigación del Centro de Investigaciones 

Biotecnológicas del Ecuador-CIBE del Programa de Virología. 

Para la visualización de resultados se usó 8 µL de SYBR Safe en un gel compuesto por 1,6 

g de agarosa disueltos en 80 mL de buffer TAE 1X. La cámara de electroforesis fue programada a 

90 V por 35 min.  

Análisis bioinformático 

Análisis de la secuencia 

Los dominios de la secuencia query MN648671 del Babaco cheravirus-1 (BabChV-1) se 

determinaron mediante el software online ScanProsite y se comprobó los resultados obtenidos 

con el software InterProScan y Conserved Domain Database (CCD) del National Center for 

Biotecnology Information (NCBI). Se realizó un SMART BLAST con la secuencia de la poliproteína 

y con las secuencias de los dominios encontrados para determinar la similitud existente entre el 

BabChV-1 y otras especies del género Cheravirus.  

Construcción de árbol filogenético  

El árbol filogenético se construyó al realizar un alineamiento múltiple por ClustalW de 

las secuencias de la poliproteína del ARN-1, obtenidas del Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) de miembros representativos de la familia Secoviridae usando el modelo de Neighbor-
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joining con un soporte de bootstrap de 1000 repeticiones, sin modificar los parámetros 

provistos por default, mediante el software MEGA-X.  

Evaluación  del rol de nemátodos en la  transmisión del nuevo virus 

Obtención de muestras de suelo 

Se recolectaron muestras de suelo de 5 plantas de babaco por cada huerto visitado de 

las provincias de Azuay (Cantón Paute) y Tungurahua (Cantones Baños, Patate y Pelileo), las 

muestras fueron tomadas de una planta de cada esquina y del centro del huerto. La recolección 

se hizo en base a los protocolos descritos por University of Florida (2019), para lo cual se empleó 

un barreno cilíndrico y bolsas plásticas. Se descartó la primera porción de tierra extraída ya que 

la parte superficial de suelo contiene una baja cantidad de nemátodos. La muestra fue 

recolectada a una profundidad aproximad de entre 20 a 30 cm, sección en la que se encuentra 

el nemátodo de interés. Se almacenaron las muestras en  refrigeración a una temperatura 

aproximada de 4°C hasta su análisis.  

Extracción de nemátodos fitoparásitos (Xiphinema) por centrifugación en azúcar 

Las muestras fueron procesadas en base a la metodología sugerida en la guía de Van 

Bezooijen (2006): el proceso descrito a continuación requiere la preparación previa de una 

solución azucarada, para lo cual se debe diluir 454 g de azúcar en un litro de agua, se 

recomienda emplear agua caliente para acelerar el proceso y empezar la extracción una vez la 

solución se haya enfriado. En un vaso de precipitación de 100 mL fueron colocados 100 cm3 de 

suelo, esta cantidad de suelo se colocó sobre un colador que se encontraba sobre un recipiente 

de 2L, el contenido del colador se lavó con un chorro de agua potable y se llenó el recipiente con 

agua hasta alcanzar un volumen de 650 mL, se retiró el colador y se descartó las rocas y 

materiales de gran tamaño. Se removió la solución y se dejó precipitar por casi 15 s. El líquido 

obtenido se vertió a través de un tamiz de malla 400. Se enjaguó con agua del grifo, 
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manteniendo el tamiz inclinado, dando golpes suaves al costado del tamiz para que el agua 

caiga. Las partículas retenidas en la malla fueron recolectadas con ayuda de una piseta con agua 

y la solución obtenida se vertió sobre un embudo de rama corto de 50 mm colocado sobre un 

tubo de 50 mL. El embudo se enjuagó suavemente con la piseta. Se retiró el embudo y el 

contenido del tubo fue centrifugado a 3500 rpm por 3 min. Se descartó el sobrenadante y sobre 

el pellet se vertió la solución azucarada hasta alcanzar la máxima capacidad del tubo, con ayuda 

de una espátula se rompió el pellet para dejar las partículas de tierra en suspensión, este paso 

debe realizarse sin aplicar demasiada fuerza. El tubo se centrifugó a las mismas condiciones y se 

vertió el centrifugado sobre un tamiz de malla 500. Las partículas retenidas fueron enjuagadas 

con agua para eliminar la solución azucarada, el tamiz tiene que encontrarse inclinado y se debe 

cuidar que el agua no rebose y se pierdan las partículas. En un tubo de 50 mL nuevo colocado 

debajo del embudo de vidrio lavado previamente, se colectó el producto retenido en el tamiz 

con ayuda de una piseta, esta vez cuidando que el volumen obtenido no sobrepase los 10 mL del 

tubo con el fin de que la muestra quepa en una caja Petri para el conteo e identificación  de 

nemátodos.  Si la identificación no se realizaba de forma inmediata o si iba a ser analizada 

nuevamente, la muestra se mantenía en refrigeración a 5°C.  

Identificación de nemátodos 

La solución de extracción de nemátodos se colocó en una caja Petri de plástico de 

dimensiones 35 x 10 mm y se observó mediante un microscopio óptico, empleando los objetivos 

10X y 40X. Los diferentes géneros fueron identificados mediante claves taxonómicas, descritas 

en la guía de Mengistu et al. (2012).  

Multiplicación de plantas por injerto  

Se incrementó el número de plantas infectadas con BabChV-1 para los ensayos de 

determinación de vector biológico a través del método de trasmisión de virus por injerto del 
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tipo hendidura terminal. Se realizaron cortes transversales tanto en el injerto (yemas de plantas 

de babaco positivas para el virus) como en el patrón (plantas de papaya) de plantas de diámetro 

similar. Primero se retiraron las ramas y hojas cercanas al punto de injerto. Luego se hizo un 

corte vertical en la parte central de la base del patrón y un corte doble en forma de bisel en la 

base del injerto. Finalmente se insertó el injerto en el patrón y se recubrió el punto de unión con 

cinta parafilm. El procedimiento se realizó en base a la metodología descrita por Dijkstra y de 

Jager (1998a). 

Capítulo IV: Resultados 

Parte de los resultados detallados en esta sección se basan en investigaciones previas 

sobre el Cheravirus de babaco y en estudios de miembros del género Cheravirus ya que la 

pandemia impidió que todos los ensayos propuestos puedan llevarse a cabo.  

Análisis molecular 

Secuenciación parcial del genoma de BabChV-1 

El proceso de secuenciación  originó alrededor de 35 millones de fragmentos (reads) en 

bruto, cerca de 800 mil reads permitieron la formación 6 contigs, uno de los contigs generados 

presentó una longitud de 6806 nucleótidos que mostró similitud con el ARN- 1 del Apple latent 

spherical virus del género Cheravirus al analizarlo en el programa informático de alineamiento 

local BLAST. El número de acceso de esta secuencia es MN648671. El fragmento de ARN-2 no 

pudo ser detectado (Cornejo-Franco et al., 2020). 

Detección de BabChV-1 en muestras de babaco recolectadas en las provincias de Azuay y 

Tungurahua 

Una de las muestras recolectadas en la parroquia de Paute (muestra 11) dio positivo 

para BabChV-1 (Figura 1), presentando una banda de 447 pb. Las muestras tomadas en la 

provincia de Tungurahua, representadas en la Figura 2 dieron negativas para el nuevo 
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Cheravirus, sin embargo, estas muestras presentaron dos bandas inespecíficas en casi todos los 

carriles; una banda con un tamaño de 600 a 800 pb y otra comprendida entre 300 y 400 pb. 

Estas bandas pueden representar fragmentos de ARN de la planta, lo que puede deberse a la 

alta concentración del ARN total extraído.  

Figura 1  

 Visualización  de productos de PCR de BabChV-1 de las muestras recolectadas en Paute. 

 

Nota. La fotografía muestra el resultado de la reacción  de la polimerasa de 24 hojas de babaco 

tomadas de un invernadero comercial del cantón Paute. M: marcador de peso molecular (100 

bp DNA Ladder de GenScript); C+: control positivo (ADNc obtenido de las plantas de babaco 

mantenidas en el invernadero del CIBE); RT: master mix de la reacción de RT- PCR sin ácidos 

nucleicos; PCR: master mix de la reacción de PCR sin ácidos nucleicos. Imagen proporcionada 

por el equipo de investigación del Programa de Virología del Centro de Investigaciones  

Biotecnológicas (CIBE). 
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Figura 2   

Visualización  de productos de PCR de BabChV-1 de las muestras recolectadas en la provincia de 

Tungurahua 

 

Nota. La fotografía muestra el resultado de la reacción  de la polimerasa de 20 hojas de babaco 

tomadas de un invernadero comercial de la provincia de Tungurahua. L: marcador de peso 

molecular (100 bp DNA Ladder de GenScript); C+: control positivo (ADNc obtenido de las plantas 

de babaco mantenidas en el invernadero del CIBE); RT: master mix de la reacción de RT- PCR sin 

ácidos nucleicos; PCR: master mix de la reacción de PCR sin ácidos nucleicos. Imagen 

proporcionada por el equipo de investigación del Programa de Virología del Centro de 

Investigaciones  Biotecnológicas (CIBE).  
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Análisis bioinformático 

Comparación de ARN-1 de BabChV-1 con otros miembros del género Cheravirus 

La secuencia de ARN 1 de virus BabChV-1 presenta un porcentaje de identidad del 

69,67% con la poliproteína homologa del virus Apple latent spherical virus (Tabla 6). Todos los 

virus pertenecientes al género Cheravirus presentan un porcentaje de homología con el nuevo 

virus del babaco a excepción de la especie Stocky prune virus (StPV). Adicionalmente, la 

secuencia query tiene un porcentaje de identidad del 31,61% con la especie Maize chlorotic 

dwarf virus, perteneciente a la familia Secoviridae miembro del género Waikavirus.  

Tabla 6  

Resultados del análisis SMART BLAST de la poliproteína del segmento ARN-1 

 

 

La secuencia de ARN-1 de BabChV-1 presenta 3 dominios: ARN helicasa; 3C cisteína 

proteasa y un dominio de la enzima transcriptasa inversa. La Tabla 7 muestra que los dominios 

comparados presentan un alto porcentaje de identidad con el ARN-1 del virus Apple latent 

spherical virus y que al comparar los dominios del Arracacha virus B con BabChV-1 solo existe 

homología con el dominio de la enzima. 

Secuencia homóloga Número de acceso 
% de 

cobertura 
% de identidad 

Apple latent spherical virus  NP_620568.1 95% 69,67% 

Cherry rasp leaf virus ANC51274.1 99% 66,10% 

Currant latent virus YP_009220374.1 99% 59,05% 

Arracacha virus B YP_007697622.1 80% 34,34% 

Maize chlorotic dwarf virus AAV86083.1 36% 31,61% 
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Tabla 7  

Porcentaje de identidad de los dominios encontrados en el segmento ARN-1 de BabChV-1 y otros 

miembros del género Cheravirus 

Dominio Inicio Final  

Porcentaje de identidad con la secuencia 

ALSV CRLV AVB CuLV 

ARN Helicasa 758 928 91,81% 83,63% N.A. 74,27% 

3C Cisteína Proteasa  1237 1448 74,18% 66,98% N.A. 63,55% 

Transcriptasa inversa 1729 1871 77,46% 76,76% 52,86% 75,52% 

 

Nota: ALSV: Apple latent spherical virus; CRLV: Cherry rasp leaf virus; AVB: Arracacha virus B; 

CuLV: Currant latent virus; NA: no aplica.  

Establecimiento de relaciones filogenéticas entre miembros de la familia Secoviridae y el 

nuevo Cheravirus encontrado en Babaco 

Los análisis filogenéticos de las secuencias de la poliproteína correspondiente al ARN-1 

indican que BabChV-1 tiene una relación más cercana con ALSV y CRLV que con los otros 

miembros del género Cheravirus. La disposición de las ramas del árbol indica que el precursor de 

la poliproteína de StPV está distantemente relacionado con el virus del babaco y con los otros 

miembros del género.  
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Figura 3  

Árbol de Neighbor-joining de los miembros representativos de la familia Secoviridae basada en 

las secuencias de la poliproteína del segmento ARN-1 

 

Nota: El alineamiento de secuencias y el árbol se generaron a través del software MEGA-X. Se 

usó como outgroup al Potato virus Y (PVY) un miembro de la familia Potyviridae.  
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Análisis biológico  

Identificación de nemátodos de las muestras de suelo recolectadas en las provincias de Azuay 

y Tungurahua  

Ninguna de las muestras recolectadas presentó nemátodos del género Xiphinema. No 

obstante, se encontraron nemátodos del género Helicotylenchus (conocido comúnmente como 

espiral), Tylenchorhynchus (stunt), Trichodorus (stubby root) y otros nemátodos de vida libre no 

identificados. Se pudo identificar estos organismos en base la forma de su estile, terminación de 

la cola, la posición que adoptaban al  estar en reposo y su locomoción.  

Método propuesto para la evaluación de nemátodos como vectores víricos 

Se recomienda multiplicar plantas de babaco infectadas y no infectadas mediante el 

método de multiplicación por injerto. Los nemátodos requeridos para el ensayo no deben haber 

tenido contacto con plantas de babaco infectadas con el virus que se pretende caracterizar, lo 

que se podría contrastar con ensayos previos de RT-PCR de hojas de las plantas muestreadas. La 

recolección de suelo se podría realizar a 20, 30, 40, 50 y 60 cm de profundidad ya que se ha 

comprobado la presencia de nemátodos del género Xiphinema a estas condiciones. Una vez 

realizada la extracción, identificación y conteo de nemátodos (procedimientos detallados en la 

sección de metodología), se los debe recolectar de forma individual con una micropipeta, del 

total de nemátodos recuperados se recomienda separar de 10 a 15 especímenes para 

comprobar que estén libres de partículas víricas, lo cual se consigue mediante ensayos de 

inmunoadsorción-microscopía electrónica (ISEM) o RT-PCR empleando los primers diseñados 

para la detección de BabChV-1. La cantidad restante de nemátodos será empleada en la 

inoculación de plantas de babaco y plantas cebo. En este caso la planta cebo ayudará a la 

propagación de nemátodos, se sugiere el uso de petunia o maíz, sembradas en una mezcla 

estéril de suelo y arena. Luego de 3 o 4 semanas se extraerían los nemátodos de la tierra que 
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contenía a las plantas cebo, se contaría la cantidad de nemátodos recuperados y se separaría de 

10 a 15 nemátodos para verificar que estén libres de virus. Los nemátodos restantes se 

inocularían en las plantas de babaco que hayan dado positivas para BabChV-1. Transcurridas de 

3 a 4 semanas se haría una extracción, identificación y conteo de los nemátodos contenidos en 

las plantas de babaco infectas para su posterior inoculación en plantas de babaco libres de virus. 

Después de otras 4 semanas se podría constatar si las plantas están o no infectadas al realizar 

pruebas de PCR tanto a las hojas de las plantas de babaco como a los nemátodos de la tierra que 

las contiene. Si los ensayos resultan ser positivos se podría concluir que el nemátodo es el vector 

biológico del virus. El procedimiento planteado se basa en la metodología descrita por Taylor y 

Brown (1997). Es importante mencionar que los nemátodos del género Xiphinema y Longidorus 

son persistentes, es decir, retienen las partículas víricas por largos periodos de tiempo antes de 

su transmisión por lo que se podría considerar un mayor tiempo de inoculación entre cada 

extracción (Walkey, 1991). Se podrían emplear los métodos descritos por Delpasand Khabbazi et 

al. (2017), Demangeat et al. (2004) y Finetti-Sialer y Ciancio (2005) para la extracción de ARN en 

nemátodos del género Xiphinema en caso de que se escoja determinar la presencia o ausencia 

de virus mediante RT-PCR.   

Ensayos de transmisión de Raspberry ringspot virus (miembro de la familia Secoviridae) 

mediante Longidorus macrosoma (miembro de la familia Longidoridae) descritos por Brown et 

al. (1988), demuestran que de 30 nemátodos inoculados en la planta infectada se logró 

recuperar el 80% de los nemátodos después de 3 a 4 semanas de inoculación, se estimaba que 

el 20% de estos nemátodos se habían alimentado de las raíces de las plantas fuente, asumiendo 

que cada agalla observada había sido causada por un nemátodo, 32% ingirieron virus de los 

cuales el 55% retenía las partículas víricas en su aparato digestivo. Se recuperó el 70% de los 

nemátodos inoculados en las plantas cebo después de 4 semanas, de esta cantidad el 133% se 
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había alimentado de las raíces de las plantas cebo (se usó el mismo criterio anteriormente 

descrito), pero se estimó que solo el 5% de los nemátodos recobrados había transmitido 

partículas víricas. 

Reportes de Cherry rasp leaf virus (CRLV) asociados a la transmisión por Xiphinema spp. 

En Columbia Británica, provincia de Canadá, se encontraron nemátodos de la especie 

Xiphinema americanum en el suelo de árboles de cerezos infectados con Cherry rasp leaf virus 

(CRLV). Los ensayos realizados en este estudio determinaron que la población de nemátodos fue 

mayor en árboles de cerezo maduros (25 años) que en árboles jóvenes (1 año). Los nemátodos 

que resultaron ser virulentos fueron recuperados de las capas superficiales de suelo 

comprendidos entre 0 y 60 cm de profundidad. (Hansen et al., 1974).  

En estados de la costa oeste de Estados Unidos y en Columbia Británica en Canadá se 

detectó la infección de CRLV en manzanos, cerezos y melocotoneros y en Quebec en 

frambuesos. En  este estudio se reconoció a las especies X.americanum, X. californicum, X. rivesi 

como vectores de CRLV (Brown et al., 1993). 

Se realizaron experimentos para determinar si las poblaciones de nemátodos 

recolectadas en Pensilvania (USA), California (USA), Peachland (Canadá) y Columbia Británica 

(Canadá) transmitían 3 virus de la familia Secoviridae de norte américa incluyendo CRLV. Se 

estableció que las especies de nemátodos X. americanum, X. californicum y X. rivesi son capaces 

de transmitir el virus CRLV en Chenopodium quinoa (Brown et al., 1994). 

En marzo de 2013 se recolectaron muestras de suelo de invernaderos de cerezo en 

Chelan County en el estado de Washington, estas plantas presentaban CRLV posiblemente 

transmitido por el X. rivesi. Cabe recalcar que en este reporte no se constató la interacción entre 

el virus y el vector, esta interacción se infirió en base a investigaciones previas ya que en el 



42 
 

reporte tan solo se determina el género de la población  de nemátodos muestreada (Akinbade 

et al., 2014). 

La bibliografía consultada hasta el final de la redacción del presente documento no 

presenta evidencias de que otros miembros del género Cheravirus sean transmitidos por 

nemátodos, sin embargo, no se descarta la probabilidad de que estos virus puedan tener un 

vector. Así mismo, se debe tomar en cuenta que los virus pueden ser transmitidos por más de 

un método.  

Capítulo V: Discusión 

La propagación vegetativa permite la multiplicación de babaco debido a la naturaleza 

partenocárpica de sus frutos (Jadán y Dorca, 2019), no obstante, es un método favorable para la 

transmisión de virus de las plantas madre a su progenie (Desbiez et al., 2011). El buen manejo 

de un cultivo se logra a través del conocimiento de los patógenos que pueden infectarlo y su 

interacción con el ambiente (Aranda y Freitas-Astúa, 2017). Mediante la secuenciación masiva 

de cinco muestra tomadas de un vivero comercial de babaco localizado en la provincia de Azuay 

se detectó un nuevo virus perteneciente al género Cheravirus (Alvarez-Quinto et al., 2018), esta 

información permitió el diseño de primers para su detección por PCR, la construcción de un 

árbol filogenético para la determinar la relación del virus con otros ya reportados y la propuesta 

de ensayos de campo para la determinación de nemátodos como potenciales vectores del virus.  

Se detectó BabChV-1 únicamente en las muestras tomadas en la provincia de Azuay, 

contrario a lo presentado por Cornejo-Franco et al. (2020) que reporta un porcentaje de 

ocurrencia del 4% en viveros de Paute, 10% en huertos de producción de Patate y 6% en plantas 

silvestres de Saraguro, es decir, la provincia de Tungurahua presenta incidencia del virus, a pesar 

de que esto no se ve reflejado en el presente estudio.  
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La secuenciación masiva del material vegetal de las plantas de babaco permitió dilucidar 

solo uno de los segmentos del nuevo Cheravirus, la molécula de ARN-1 que codifica para una 

poliproteína que se escinde para dar lugar a cinco proteínas maduras (Adams et al., 2013). 

Según Cornejo-Franco et al. (2020) esto se puede deber a que la baja concentración de virus no 

permite la detección completa de su genoma por secuenciación de alto rendimiento, más aun se 

debe considerar que la distribución vírica no es igual en toda la planta, varía con el tiempo, la 

posición y la edad de las hojas (Lacroix et al., 2016). Adicionalmente, se debería considerar que 

se ha demostrado que  virus de los géneros Comovirus y Nepovirus, pertenecientes a la familia 

Secoviridae, pueden replicarse en células individuales en ausencia del segmento ARN-2 debido a 

que la información necesaria para la replicación está contenida en la molécula de ARN-1 

(Thompson et al., 2017). Dada la forma de multiplicación de la planta y la relación evolutiva que 

BabChV-1 comparte con Comovirus y Nepovirus esta podría ser la causa por la cual no se obtiene 

la secuencia de ARN-2.  

Los virus de plantas poseen más de un modo de transmisión, ya sea por polen, semillas 

o vectores (Hamelin et al., 2017). Los principales vectores son los insectos, pero los virus 

también pueden transmitirse por ácaros, nemátodos u hongos (Gallet et al., 2018). La 

información disponible hasta el momento señala al nemátodo Xiphinema como vector de Cherry 

rasp leaf virus (James y Upton, 2005). Por un lado, los estudios de caracterización de Stocky 

prune virus proponen que la distribución restringida del virus puede ser un indicio de su 

transmisión por nemátodos (Candresse et al., 2006), pero por otro lado los estudios de 

caracterización de Currant latent virus reportan que el virus circula en áfidos de la especie 

Cryotinyzys ribis ya que se encontraron partículas virales tanto en la cabeza como en el 

abdomen del insecto (Petrzik et al., 2015). Empero, no se ha validado de forma experimental los 

dos últimos estudios. Incluso, se conoce que el otro medio de transmisión reconocido en el 
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género Cheravirus es a través de semillas (Thompson et al., 2017), sin embargo, este no sería el 

caso del babaco. Otro posible medio de transmisión podría ser a través de la maleza aledaña a 

los cultivos (Brown et al., 1993). La especificidad entre el nemátodo y el virus está conferida por 

las propiedades de las proteínas de la cápside que son codificadas por el segmento ARN-2 

(Marmonier et al., 2010), de modo que si no se logra obtener la secuencia del segmento de 

ARN-2 de BabChV-1 no se podría concluir una interacción virus-vector. Posiblemente la planta 

madre que sirvió para la multiplicación de babaco en el vivero comercial de Azuay sea la que 

esté en contacto con nemátodos y ella sea el foco de infección.  

Al igual que la mayoría de investigaciones, el presente estudio está sujeto a diferentes 

limitaciones. Para empezar la pandemia impidió cumplir con la planificación del trabajo de 

laboratorio, motivo por el cual la parte experimental no pudo llevarse a cabo en su totalidad y 

no se pudo realizar un nuevo muestreo en la provincia de Azuay donde se ha demostrado la 

presencia del virus de interés (Cornejo-Franco et al., 2020). Además, la falta de información 

sobre los patógenos que afectan las poblaciones de babaco y sobre el género del virus estudiado 

no permite llegar a conclusiones sólidas, esto posiblemente se debe a que las enfermedades 

causadas por estos virus no perjudican de forma significativa la producción agrícola de cultivos 

de interés como la papa (Adams et al., 2013), aunque la Organización Europea y Mediterránea 

de Protección Vegetal (EPPO) clasifique al Arracacha B virus y al Cherry rasp leaf virus en la lista 

A1 de especies de plagas que necesitan regulación como medidas cuarentenarias en países de 

Latinoamérica como Brasil, Argentina y Chile (EPPO, 2020). Pese a que las enfermedades 

causadas por estos patógenos no son de interés primario, se debe tener información básica y 

comprobada de las mismas, para poder aplicar regulaciones fitosanitarias óptimas. Por último, 

las condiciones del suelo muestreado no eran las propicias, ya  que es recomendable muestrear 

cuando el suelo presenta la humedad adecuada y no se ha aplicado nematicidas 4 semanas 
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previas al muestreo (University of Florida, 2019), el suelo estaba árido cuando se recolectaron 

los nemátodos en la provincia de Tungurahua y no se tenía certeza del tiempo en el que se 

aplicó nematicidas en el cultivo. En general, los nemátodos del género Xiphinema se encuentran 

a profundidades mayores de 20 cm si el suelo está seco o la temporada es fría (Dijkstra y de 

Jager, 1998b). 

La secuencia de la poliproteína del segmento de ARN-1 del nuevo Cheravirus encontrado 

en babaco tiene una alta similitud con Apple latent spherical virus y comparte un linaje evolutivo 

con miembros de la familia Secoviridae. Los experimentos realizados hasta el momento no 

permiten afirmar o negar al nemátodo Xiphinema como vector de BabChV-1, por lo que se 

requiere poner en marcha los ensayos de transmisión propuestos.   

Capítulo VI: Conclusiones 

 La secuenciación de las hojas jóvenes de babaco tomadas de la provincia de Azuay dio 

como resultado una secuencia de 6806 nucleótidos correspondientes al segmento de 

ARN-1 del nuevo Cheravirus de babaco que tiene un porcentaje del 69,67% de identidad 

con Apple latent spherical virus y 66,10% de identidad con Cherry rasp leaf virus.  

 Se ha comprobado que los primers generados permiten la detección del Cheravirus en 

plantas de babaco.  

 La evidencia que se tiene hasta el momento no ha permitido determinar la existencia o 

ausencia de la secuencia ARN-2 de BabChV-1 en las hojas de las plantas de babaco 

analizadas.  

 Las hojas recolectadas para esta investigación en el cantón Paute en la provincia de 

Azuay mostraron una carga viral leve, mientras que el muestreo en los cantones Baños, 

Patate y Pelileo en la provincia de Tungurahua no dieron positivos para el Cheravirus de 

babaco. 
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 Los análisis filogenéticos demostraron que la secuencia de la poliproteína de BabChV-1 

presenta similitud con los géneros comprendidos en la familia Secoviridae.  

 Las muestras de la provincia de Tungurahua analizadas con los primers específicos para 

la detección del babaco cheravirus-1, dieron como resultado bandas inespecíficas y el 

suelo de estos viveros presentó nemátodos del género Trichodorus.   

 En el suelo de las plantas que dieron positivas para Cheravirus no se encontraron 

indicios de nemátodos del género Xiphinema, se debe tomar en cuenta que los 

nemátodos pueden encontrarse a distintas profundidades, su población varía 

dependiendo de la época del año y las condiciones del ambiente, por lo cual no se 

puede descartar su rol como vector. 

Capítulo VII: Recomendaciones 

 Tomar muestras de suelo y hojas de plantas de babaco que no se encuentren en 

invernaderos. 

 Realizar una secuenciación masiva de hojas de babaco de los cantones Pelileo, Baños y 

Patate para confirmar la presencia de virus del género Tobravirus y realizar ensayos de 

transmisión entre estos virus y nemátodos del género Trichodorus.   

 Recolectar muestras de suelo de viveros comerciales de babaco tanto de las provincias 

de Azuay como Tungurahua para determinar qué especies de nemátodos se encuentran 

en el suelo, mediante secuenciación masiva.  

 Tomar muestras de suelo a profundidades variables de 0 a 60 cm para determinar la 

densidad poblacional de nemátodos en diferentes estratos.  

 Muestrear plantaciones de babaco en diferentes épocas del año con el fin de definir la 

carga viral y densidad poblacional de nemátodos a distintas condiciones.  



47 
 

 Tomar muestras no aéreas de plantas de babaco para conocer la distribución de 

Cheravirus en toda la planta.  

 Probar métodos de transmisión mecánica para Cheravirus en plantas de babaco. 

 Purificar BabChV-1 con el propósito de realizar futuros ensayos de sintomatología. 
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