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Introduccion
Papilomatosis

e Enfermedad ocasionada por el papilomavirus
: o Familia Papillomaviridae

o Afecta a la mayoria de vertebrados
: o QOcasiona "Verrugas’ o “papilomas”

Virus del papiloma bovino (BPV)

e Eselmas estudiado por ocasionar

- enfermedades de relevancia veterinaria,
arraigadas a problemas de higiene, infecciones,
dolor, dificultad de ordeno y la muerte

Importantes pérdidas econémicas si no se
tiene un control y manejo adecuado Mastitis HE ot

(Araldi et al., 2017; Ugochukwu et al., 2019) m i 3




Introduccion

Distribucion o \\.

e Escosmopolita

e Prevalente en Asia, Europa y Africa
o America — Meéxico, Costa Rica y Brasil

o 60% estimado del ganado bovino
o Infecciones asintomaticas

o Ausencia de estudios epidemiologicos sobre su distribucion y prevalencia real
. del BPV — Dificulta la busqueda de soluciones

e En Ecuador es un tema aun sin explorar

genomicas en zonas de alta productividad

(Araldi et al., 2017; Ugochukwu et al., 2019, szo)

Limitada informacion sobre la prevalencia y caracteristicas II




Introduccion ,g

Justificacion

e |os tratamientos actuales no son eficientes y / g
- el mejor método de prevencion es la 'm\- |
inmunizacion Figura 1. Tipos de BPVs en el tiempo

o No existe una vacuna comercial

o BPV ayuda a entender el VPH
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o Comparten caracteristicas morfologicas y
patogenicas

o Entendimiento de la biologiay
oncogenesis

Cantidad de tipos virales del BPV

o Posee alta diversidad taxonomica

o 44 tipos virales del BPV hasta la

actualidad
Nota: Datos de Borzacchiello & Roperto (2008);

(Araldi et al,, 2017; Ugochukwu et al., 2019) Munday (2014); Araldi et al. (2017); Sauthier et a. (2021) g



Introduccion @@ﬁ‘%
Justificacion %O
e | Os tratamientos actuales no son eficientes 'y

el mejor metodo de prevencion es la
inmunizacion

o No existe una vacuna comercial e Estudios de la diversidad y

BPV ayuda a entender el VPH . prevalencia del BPV son necesarios

para nuevos metodos terapeuticos
o Comparten caracteristicas morfologicas y

patogenicas
o Entendimiento de la biologiay _
oncogenesis e Caracterizar molecularmente los
tipos de BPV en Ecuador sentaria las
bases para la investigacion de

o 44 tipos virales del BPV hasta la vacunas
actualidad ‘

(Araldi et al,, 2017; Ugochukwu et al., 2019) 6

o |Inmunidad es
especie-especifica

o Posee alta diversidad taxonomica




Objetivos

Objetivogeneral - — = = = = = = - - - o o o o oo

,‘ e Caracterizar molecularmente el virus del papiloma bovino en
areas de influencia de la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE sede Santo Domingo

Objetivos especificos — = = = = = = = = = = = = = = — — = — — — — — —

e |dentificar en la zona fincas con bovinos con papilomatosis, para
~ realizar muestreos y registro fotografico

e Realizar la extraccion de ADN de las muestras para su analisis
- mediante PCR-secuenciacion

e Elaborar arboles filogenéticos para la identificacion y
caracterizacion molecular del virus



Estructura viral

e ADN genomico de 8000 pb

o Cadena codificante;

Expresion temprana (E)
E1, E2, E3y E4
Oncoproteinas E5, E6y E7

Expresion tardia (L)
L1y L2

o Region Larga de Control
(LCR):

Oriy elementos de
transcripcion

(Araldi et al.,, 2017:Daudt et al.,
2018; Lunarwal., 2017)

Fundamento teorico

Figura 2.
Estructura viral

de los

papilomavirus
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o Fundamento teorico

d Vv

Taxonomia

Tabla 1. Distribucion taxonomica de los tipos de virus de papiloma bovino

"
KN ~

Género Especie Tipo
Xipapillomavirus 1 BPV3, BPV4, BPV6, BPVQ, BPV10, BPV11, BPVi15
Xipapillomavirus Xipapillomavirus 2 BPV12
No identificado BPV17, BPV20, BPV23, BPV24, BPV26, BPV28, BPV2g
Deltapapillomavirus Deltapapillomavirus 4 BPV1, BPV2, BPV13, BPV14
, , , Epsilonpapillomavirus 1 BPVs5, BPV8
Epsilonpapillomavirus , , ,
Epsilonpapillomavirus BPV25
Dyoxipapillomavirus Dyoxipapillomavirus 1 BPV7 ’:',;'
Dyokappapapillomavirus Dyokappapapillomavirus BPV16, BPV18, BPV22 ’
No identificado No identificado BPV1g, BPV21, BPV27, BPV30 - 44. N

——

Nota: Nota: Datos obtenidos de PaVe (Papillomavirus Episteme) (National Institute of
Allergy & Infectious Diseases, 2023). > . 9



i

Fundamento teorico ’

Taxonom |' a Tabla 2. Categorias taxonomicas basadas en la secuencia del gen L1 ‘

Categoria Diferencia Identidad Esquema
Elanalisis de los tipos de

BPng logr'a’\ por Genero >40% <60% m 23485 6 9 0
amplificaciony . . . . .
secuenciacion del gen L1 Especie  11%-29% 71%-89% [, 3 4‘ 5 6 !l 8 9 10

altamente conservado

Tipo >10% < 90%
Al compararse entre si, 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10\

exhibe un porcentaje de Subtioo 5% - 10% 0% - 08% m l\
diferencia que determina P 0 0 12 3 456 8 910

la categoria

Variante <2% >08%

1 20 3 4 5 6 9 10

Nota: Los colores indican: Verde, identidad; rojo, diferencia; amarill
porcentaje de variacion (Daudt et al., 2018; Munday, 2014)

(Daudt et al., 2018) o 10



Fundamento teorico

Transmision Diagnéstico Identificacién
Directa o indirecta por Examinacion clinica Técnicas moleculares
¥ contacto con superficies . .
g \
contaminadas h !

\\~_J,/

Southern blot, Inmunohistoquimica,
Hibridacion cromogeénica in situ (CISH),
microscopia electronicay PCR /

/
/

’

PCR con primers degenerados o
_ especificos seguida de secuenciacion es &

e la mas utilizada (PCR-secuenciacion)
I

Primers degenerados FAP59/64 para el gen L1 ﬁ

(Araldi et al,, 2017) e



Metodologia

ldentificacion y caracterizacion molecular del BPV a través de la técnica de
’ PCR-secuenciacion con los primers FAP59/64

Muestreo aleatorio

en diferentes fincas Extragpipge ADN standarizacion de una
de las areas de RESEinighyajulg matr iz PCR paraelgen L1,
influencia de la ESPE g€ dioddbine JUEIP mediante un gradiente
en la temperatura de
a hibridacion

Productos fueron 6 Elaboracion de un

secuenciaciados arbol filogenético
por Sanger por Bioinformatica
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_Identificacion _ _ Registro ) Recorte
De bovinos con papilomatosis De informacion y fotografico Del papiloma

Procedimiento @ . @

Guardado Lavado
Y etiquetado de la muestra Con metanol -20°C

F101_ddmmaa
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Extraccion de ADN

Pretratamiento
Corte Secado Lavado
De un trozo de la muestra De todo el metanol Del material
Q A
/ y,\',f'

//01) H:0

\\ {/

| -t 2) Naclo (1%)
\'\, 3) H.0
Digestion

—0® —@® —O

370 uL Buffer Triturar 30 uL proteinasa K Digestion

Tris HCI (10 mM, pH 8)  Hasta homogeneizar 20 mg/mL 50°C overnight

1.“\-‘777/1
£




Extraccion de ADN

Extraccion
® -1 —— (@)
. . Calentamiento 200 uL Isopropanol Centrifugar
e 200 uL Glassmilk
Glassmilk 60°C x 20 min 100% 1000 rpm x 1 min

-, &
Guanidina - HCL6M | S | g
- 9 sobrenadante
Urea 10 mM por inversién
Tris-HCL10 mM Lavado
AT
Repetir > L — @ S @
Triton X-100 20% 600 uL Wash Buffer Centrifugar 600 uL Etanol Centrifugar
pH75 1000 rpm x 1 min 70% 1000 rpm x 1 min
Dioxido de silicio

Descartar
sobrenadante
por inversion

[———=a—] Descartar
— g sobrenadante
con micropip

Resuspension

- @ - ® ——@®

Secado 200 uL Buffer TE Almacenar Verificar integridad
Del etanol Para resuspender 4°C overnight Gel de agarosa 0,8%

Medir
concentracién
en Nanodrop
Thermo




Procedimiento
Estandarizacion de la PCR

Se estandarizo una PCR mediante gradientes de temperatura en el proceso de hibridacion

‘bla 3. Reactivos empleados para la PCR de BPV Tabla 4. Condiciones de reaccion para la PCR de BPV
Reactivos Unidad Stock Volumen Volumen mezcla Proceso Temperatura °C Tiempo Ciclos
Agua libre de nucleasas  uL N/A 14,75
Bl 10x 10 250 Desnaturalizacion inicial 94 10' 1
Mg? mM 25 3,00 Desnaturalizacion 95 30"
FAP 59 (Forward) uM 10 OIS e e Hibridacion 42 - 50 45" 32
de muestras
FAP 64 (Reverse) uM 10 1,00 Extension 72 80"
dNTPs mM 40 0,50 .. \ r
v Extension final 72 10 1
‘ Taq U/uL 5 0,25
ADN g _ 5 Mantenimiento 4 0 N/A
Nota: ReaCCiOI’\ estimada para un VOlumen ﬁnal. de 25 uL Nota: Condiciones de reaccion programadas

en termociclador Thermo ®.

A
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Procedimiento

Secuenciacion y analisis filogenético

kN Se secuenciaron en un sentido todos los productos de PCR obtenidos y
\ - -‘i -~ " en doble sentido las secuencias que representaron el mismo tipo viral z{ a’\
I
I
I
|

‘ r > N\ G N
MEGAX BLAST Alineamiento
. Limpieza de secuencias NCBI | PaVe de Primers en MEGAX
2nge. o Molecular Evolutionary E ‘ 3
Anal_|S|S m. Cenetics Analysis
ﬁlogenetlco TMLY CHIT CTAMT CCK A fJa CICIGCAAICAG /r GG A IV,'33‘\/: ACA. ) ) 1 Forward ‘ Reverse
'I[ J ’l"‘v‘ ‘.I
L ol i, LA LSRR V.1 P R 11, ) ) G) p E \a Y
_ J
( i i B N\ (3 ™~
Alineamiento Curado CIPRES

con secuencias de la base de datos en Gblocks Analisis filogenético
AGCTTACTAATCC CCEBAATTA TC
N AN Aom - i RAxML-BlackBox
Agreracrasrrcdiacrasarriaere MUSCLE sises Métodos:
ABTTcTAATTcaAMccaasTT gare  NJ S Maxima
\Bici vt vrch-Bcil--T1-B8'¢ method Bl % : verosimilitud
i A o M R plmie (: : (@12 I Repid Bootstraping
ABCTTATTAATTCGAGBCCBAACTC (v
ARTCTTITTAATTICRAGCTRAATT A AL
_ J _




| L
Resultadosy discusic;g e

Recuento del numero de muestras recolectadas por finca

31%

Muestreo .

14 22%

19%
9%
. 6% 6%
‘ a ' '

Finca1 Finca2 Finca3 Finca4 Finca5 Finca6 Finca7 Finca8

e Se recolectaron 57 muestras de 30 bovinos en 8 fincas

o

o Papilomas:1de9,2de15y3de6

o N & O ®

Practica comun para la caracterizacion genética y hallar
coinfecciones (Alfaro-Mora et al., 2023; Crespo et al., 2019;
‘ Figueirédo et al., 2020) Nota: Grafico realizado en Excel. Fuente propia.

Filamentoso Forma de arroz

e Tamano promedio de 0,8 cm con
morfologia tipica de coliflor (35,1%)

Aplanado

El aspecto pedunculado y seco, parecido P
al de una coliflor, es la forma caracteristica "
de verrugas en bovinos (Daudt et al., 2018;

Radostits et al., 2006) Colfr

Nota: NP = No Proporcionado. Registro de la muestra: F205_310823 (Forma de
coliflor, extraido del cuello) 19
i
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'J : ) Resultados y discusiones " *|
2 A 9 ?
“ Analisis molecular oy ¢
Figura 5 .y
PCR de VPB con gradiente de temperatura oxi tossafneesrf’?enﬁigfrueba Se obtuvo Una
S Clc PCR para la deteccion temperatura de
PM 42°C 44°C 46°C 48°C 50°C g del BPV, con una hibridacion optima
eficiencia del 91,22% de 48°C

- E— Em mm mm mm Em mm e o e e o e e e e e e e
—_—

'\ Comunmente es de 50°C para primers FAP59/64 ,
) (Alfaro Mora et al., 2023; C. C. R. Carvalho et al,, ‘\
) 2012; Figueirédo et al., 2020) I

N e e e e e e e e e e e e e e e e ==

Temperatura 48°C 47°C 52°C
Nota: Electroforesis en gel de productos de PCR de BPV con
gradiente de temperatura de 42, 44, 46, 48, 50 °C. Muestra Eficiencia 91,22% 37.6% 35%
F204_310823. Se observa una banda de 500 pb en cada .
caso, aumentando su intensidad a 48°C. PM=Marcador de Fuente Presente  Pyreketal.  Lennin &
peso molecular de 100 pb estudio (2023) Andrade. (2017)

20



' Resultados y discusiones

* Analisis molecular
ura 6

Electroferogramas de algunos amplicones obtenidos

140 150
GCCATTCGGGGAGTGGAGATAT GCAGAGGGCAGCCACTTGGTATAGGAGCCAC 1

Tras la secuenciacion en sentido

A ] | PR

TGTGT ATCCCCTGAGGAGCGCCTGGTGTGGGCTGT TATAaGGGTTCTaGTGT

obtuvieron 47 electroferogramas
limpios y 2 con ruido

“ulu (A M\MWM ‘M‘A\M WL

140 150
G CATTCGGGGAGTGGATTt(GCGGAGGGCAICCACTTGGTATaGGAGCCACA

Luego del analisis en BLAST, se ,‘
encontraron 13 tipos de BPVs
diferentes.

Nota: De arriba hacia abajo, se muestran los electroferogramas de las muestras F311.2_061023 sin ruido y F312.1_0
F308_061023, con ruido. Secuencias observadas en MEGAX. Fuente propia.



Tabla 5.
' Tipos y variantes del papilomavirus bovino identificados en este estudio

Tipo viral de referencia

Nombre NCBI Id %) Pave 1d(%)
BPV1_EC2024 aislado F724_241123 BPV1 (MT385853.1) 100 BPV1 (X02346) 99.3
BPV1_varEC2024 aislado F827.2_261123 BPV1 (MF384288.1) 99.77 BPV1 (X02346) 08.4
BPV2_EC2024 aislado F101_250823 BPV2 (LC426022.1) 100 BPV2 (M20219) 09,3
BPV2_stEC2024 aislado F623_241123 BPV2 (MH187961.1) 100 BPV2 (M20219) 976
BPV4_EC2024 aislado F521.1_211123 BPV4 (OP682875.1) 09,29 BPV4 (X05817) 09.3
BPV6_EC2024 aislado F310_061023 BPV6 (MH729201.1) 100 BPV6 (AB331651) 100
BPV8_EC2024 aislado F829_091223 BPV-8 MH237829.1 09.75 BPV-8 DQ098913 00,8
BPVQ_EC2024 aislado F308.1_061023 BPVQ (ON721390.1) 100 BPV9 (AB331650) 09.1
BPV10_EC2024 aislado F311.2_061023 BPV10 (ON721397.1) 100 BPV10 (AB331651) 09.8
BPV13_EC2024 aislado F206.1_310823 BPV13 (MG818475.1) 100 BPV13 (JQ798171) 100
BPV14_DC2024 aislado F826_261123 BPV14 (KR868228.1) 99.77 BPV14 (KP276343) 00,8
BPV43_DC2024 aislado F622_241123 BPV42 (MW428429.1) 09,54 BPV43 (MW428429.1) 99,5 ‘
BPVEC2024_09 aislado F309_061023 BPV-BR-UEL08 (MH729203.1) 99,77 BPV40 (MW428425.1) 78,27
BPVEC2024_17 aislado F317_061023 BPV-CR2 (MZ292467.1) 100 BVP12 (JF834523) 86,4
BPVEC2024_22.1 aislado F622.1_241123 BPV-UFSBR36 (MT674605.1) 81,71 BPV4 (X05817.1) 77.88

Nota: Se muestran los numeros de acceso de los tipos virales obtenidos por BLAST en NCBI y PaVe que mostraron
identidad con las secuencias encontradas en este estudio. Fuente propia.
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Resultados y discusione

Analisis molecular

Se reportaron 13 , . , I

, 10 con identidad del |
genotipos de BPV en 2 : 99 - 100% (Tabla §) |
1

provincias del Ecuador |

Xipapillomavirus (BPV4, 6, 9, 10 y 43)
Deltapapillomavirus (BPV1, 2, 13y 14)
Epsilonpapillomavirus (BPV8)

BPV3, BPV6 y BPV9g en EL Oro y BPV7 en Azuay
por PCR-RFLP (Lennin & Andrade, 2017)

Xipapillomavirus el género de mayor prevalencia?

Los Deltapapillomavirus son los mas prevalentes
y con alta distribucion (Vasquez Diaz et al., 2012)

A




Xipapillomavirus

Figura 7. Andlisis
filogenético
realizado con los

76 BPV9 HM245433.1 Brasil
100 —l: BPV9 MW436427 1 Brasil
o Ll:*BPVQ ON721390.1 Polonia
BPVA EC2024

100 % BPV43 EC2024
L BPV42MW428429.1 Brasil

tipos de BPVs
encontrados en

77 I:k BPV10 EC2024
90 BPV10 ON721397 1 Polonia

. 100 86 BPV10 MH729199.1 Brasil
este estudio —{ _
BPV10 MT385858.1 Costa Rica
64 BPV10 MT974513.1 China
89 BPV4 MT385855.1 Costa Rica
,L’_: BPV4 X05817 Reino Unido
LLs o BPV4 EC2024
5 o 58 I BPV4 MW161165.1 Brasil
BPVUFSBR36 MT674605.1 Bra:
& BPV EC2024 22.1
70 BPV6 AJG20208.1
- 4y BPV6 EC2024
BPV6 MT385856.1 Costa Rica
100 BPV/BRUELOS MH729203.1 Bra
4‘:*pr EC2024 09
100 _

——%BPV EC202417

Deltapapillomavirus g

68

L BPVCR2MZz292467 .1 Costa Ric

97 BPV2 EC2024

o2 BPV2 M20219

BPV2 KC595245 2 Brasil

|

98

94 BP\13 MT674598.1 Brasil
%wv1 3EC2024
BPV13 MT974511.1 China

87 BPV1 MF384288.1 Reino Unido
’L’_: BPV1 MF384286.1 Suiza
i BPVA EC2024

| -

88 BP\14 EC2024
9% BPV14 KP717386.1 China
| BPV14 MT974510.1 China

100

BPV14 OPE82871.1 Brasil

74 BPVS DQ09BI13.1 Japon
l_: BPV8 MH237829.1 Brasil

Epsilonpapillomavirus L wervaccoom

SaPV1 KX643372

Resultados y discusione
Analisis molecular

Se reportaron 13
genotipos de BPV en 2
provincias del Ecuador

g

BPV2 MT385854.1 Costa Rica

Nombre

BPVEC2024_09

BPVEC2024_17

10 con identidad del |
Q9 - 100% (Tabla 5) 1
______________ |
“““““ ST T
2 Nuevos tipos virales roL’
e e e e e e e e e e e === - | |
|
Tipo viral de referencia
1d(%) PaVe 1d(%)
BPV-BR-UELO08 BPV40
(MH729203.1) 99.77 (M\X428425.1) 7827
BPV-CR2 BVP12
(MZ292467.1) 100 (JF834523) 86.4

BPV1 MT385853.1 Costa Rica

BPV-BR-UELO08 en Brasil (Crespo et al., 2019)
BPV-CR2 en Costa Rica (Alfaro-Mora et al., 2023)

A
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Figura 8. Electroferogramas de la variante y
subtipo de papilomavirus bovino encontrados

BPV1_EC2024 aislado F724 241123

20 230 350 390
6 T Al AG Gl[Tecec@eaGeTf|AcABCAG|CcABAAA||AGARAAT|cAA@BCAC

I

BPV1_varEC2024 aislado F827.2_261123

[150
T6 6RAG GT

s |

20 230 350 390
G T A@AG 6 ACACAGCCAATAAAAAATCAA&CAC

BPV2_EC2024 aislado F101_250823

ol
Resultados y discusione

Analisis molecular

Se reportaron 13 |
genotiposde BPVen2
provincias del Ecuador

Variante del BPV1y subtipo del BPV2 por las
diferencias claras en sus secuencias

120]| 0 330 350
6 ABccleTRAT TGG.CACT%CA ccel@ccAllacAaABBEAGA|AART G

\/\\/ \o}/

f /!

BPV2_stEC2024 aislado F623_241123
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Figura 9. Diversidad de patotipos del papilomavirus bovino
identificados
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Conclusiones

Este estudio representa la primera caracterizacion molecular del BPV en Ecuador @

Reporte de las secuencias parciales del gen L1 de 13 tipos virales del BPV

Deltapapillomavirus tuvo mayor distribucion

Xipapillomavirus presentd mayor diversidad genotipica

Reporte de 2 nuevos tipos virales y 2 variantes de Brasil y Costa Rica

Reporte de una nueva especie putativa del BPV (BPVEC2024_22.1) del genero Xipapillomavirus

o O O O O

e Se hallaron tipos virales de alto riesgo por relacionarse con patologias graves

e Se hallaron coinfecciones que involucraron tipos virales huevos como ya reportados y una posible
coinfeccion en un mismo papiloma

e Latécnica de extraccion de ADN fue suficiente para los analisis moleculares. Asi mismo, la aplicacion de
un gradiente de temperatura permitic estandarizar de forma exitosa una prueba de PCR para la
deteccion del BPV.

e La secuenciaciony el analisis bioinformatico aplicado, permitio identificar los tipos virales: BPV1, BVP2,
BPV4, BPV6, BPVS8, BPV9, BVP10, BPV13, BPV14, BPV43, BPV/BR-UEL08, BPV-CR2y BPVEC2024_22.1

e Losgéneros del BPV existentes en la zona fueron: Xipapillomavirus, Deltapapillomavirus y
Epsilonpapillomavirus.
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Anexos

N° Caédigo Foto Finca Coordenadas Morfologia P;?;_::' Ta(:'n:]l)mo (Ig?l:‘:_)
1 F101_250823 Si 1 -0,453003, -79,301004 Forma de arroz Boca 0,7 84,1
2 F101.1_250823 No 1 -0,453003, -79,301004 NP Pierna NP 30,2
F202_310823 Si 2 -0,279649, -79,309033 Coliflor Cara 1 30,7
F202.1_310823 No 2  -0,279649, -79,309033 NP NP NP 17,2
5 F203_310823 Si 2 -0,279649, -79,309033 Coliflor Cuello 1,2 246,7
6 F203.1_310823 Si 2 -0,279649, -79,309033 Coliflor Pierna 0,5 30,4
7 FE204_ 310823 Si 2 -0,279649, -79,309033 Coliflor Cabeza 0,7 70
8 F204.1_310823 Si 2 -0,279649, -79,309033 Coliflor Cuello 0,6 21,2
9 F205_310823 Si 2  -0,279649, -79,309033 Coliflor Cuello 1,3 82,3
10 F205.1_310823 Si 2 -0,279649, -79,309033 Coliflor Cadera 0,9 55
11 F206_310823 Si 2 -0,279649, -79,309033 Coliflor Cabeza 2,4 20,8
12 F206.1_310823 Si 2  -0,279649, -79,309033 Forma de arroz  Cuello 0,9 42,2
13 F207_310823 Si 2 -0,279649, -79,309033 Coliflor Cuello 0,7 152,5
14 F207.1_310823 Si 2 -0,279649, -79,309033 Pedunculado Pierna 1,1 49,3
15 F308_061023 Si 3  -0,354467, -79,253611 Aplanado Oreja 0,9 12,1
16 F308.1_061023 No 3  -0,354467, -79,253611 NP Boca NP 10,37
17 F308.2_061023 No 3  -0,354467, -79,253611 NP Ombligo NP 84,1
18 F309_061023 No 3  -0,354467, -79,253611 NP Oreja NP 8,1
19 F309.1_061023 Si 3  -0,354467, -79,253611 Coliflor Ubre 0,8 101,8

"

»

Anexo 1.

Tabla de datos del muestreo
realizado

Nota: Tabla con los datos obtenidos

durante el muestreo de este estudio.

NP=No Proporcionado. Fuente
propia.
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N° Caédigo Foto Finca Coordenadas Morfologia P;?;_::' Ta(:'n:]l)mo (Ig?l:‘:_)
20 F310_061023 No 3  -0,354467, -79,253611 NP Ombligo NP 21,1
21 F311_061023 Si 3  -0,354467,-79,253611 Formade arroz  Pecho 0,5 7,6

’22 F311.1_061023 No 3  -0,354467, -79,253611 NP Oreja NP 11,5
23 F311.2_061023 No 3  -0,354467, -79,253611 NP Ubre NP 62
24 F312_061023 Si 3  -0,354467, -79,253611 Coliflor Oreja 2,8 9,9
25 F312.1_061023 Si 3  -0,354467, -79,253611 Coliflor Ubre 0,4 13,4
26 F313_061023 Si 3  -0,354467,-79,253611  Filamentoso Ubre 1,4 104,4
27 F314_061023 Si 3  -0,354467, -79,253611 NP NP NP 85,2
28 F315_061023 Si 3  -0,354467,-79,253611 Formade arroz  Cuello 1,3 7,7
29 F315.1_061023 Si 3  -0,354467,-79,253611 Filamentoso Ubre 0,7 35,1
30 F316_061023 Si 3  -0,354467,-79,253611 Pedunculado Ubre 1,6 32,9
31 F317_061023 Si 3  -0,354467,-79,253611  Filamentoso Ombligo 2,3 22,1
32 F318_061023 Si 3  -0,354467,-79,253611  Filamentoso Ombligo 4,2 29,1
33 F419_181023 No 4 NP NP NP NP 37,2
34 F420_181023 No 4 NP NP NP NP 22,3
35 F521_211123 No 5 -0,41253, -79,30947 NP Pierna NP 44
36 F521.1_211123 No 5 -0,41253, -79,30947 NP Pierna NP 25,9
37 F521.2 211123 No 5 -0,41253, -79,30947 NP Pierna NP 20,8
38 F622 241123  Si 6  -0.364931, -79.481354 Coliflor Nariz 0.6 42

"

»

Anexo 1.

Tabla de datos del muestreo
realizado

Nota: Tabla con los datos obtenidos
durante el muestreo de este estudio.
NP=No Proporcionado. Fuente
propia.
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N° Caédigo Foto Finca Coordenadas Morfologia P;?;_::' Ta(:'n:]l)mo (Ig?l:‘:_)
39 F622.1_241123 Si 6  -0.364931, -79.481354 Coliflor Cuello 0,7 11,4
40 F622.2 241123 Si 6  -0.364931, -79.481354 Aplanado Espalda 0,7 18,8

’11 F623 241123  Si 6  -0.364931, -79.481354 Forma de arroz Cara 1,3 32,6
42 F623.1_241123 Si 6  -0.364931, -79.481354 Coliflor Cabeza 1,7 25,5
43 F724 241123  Si 7 -0.25702, -79.24921 Filamentoso Cara 1,5 10,7
44 F725 241123  Si 7 -0.25702, -79.24921 Aplanado Cuello 0,5 163,9
45 F725.1_241123 Si 7 -0.25702, -79.24921 Aplanado Oreja 0,5 29,1
46 F826 261123  Si 8 -0.186363, -79.125407 Coliflor Espalda 1,7 6,2
47 F826.1_261123 Si 8 -0.186363, -79.125407 Coliflor Cuello 0,4 12
48 F826.2 261123 Si 8 -0.186363, -79.125407 Filamentoso Cuello 1,4 10,7
49 F827_261123  Si 8 -0.186363, -79.125407 Filamentoso Espalda 1,3 17
50 F827.1_261123 Si 8 -0.186363, -79.125407 Coliflor Cuello 1 69,2
51 F827.2 261123 Si 8 -0.186363, -79.125407 Coliflor Oreja 0,7 6,6
52 F828 091223 No 8 -0.186363, -79.125407 NP Cuello 0,4 50,4
53 F828.1_091223 Si 8 -0.186363, -79.125407 Coliflor Oreja 0,4 14,6
54 F829_091223 Si 8 -0.186363, -79.125407 Aplanado Cola 0,7 62
55 F829.1_091223 Si 8 -0.186363, -79.125407 Aplanado Cuello 0,6 47,2
56 F830_091223 Si 8 -0.186363, -79.125407 Forma de arroz Boca NP 76,8
57 F830.1 091223 Si 8 -0.186363, -79.125407 Formade arroz  Cuello NP 47 1

"

»

Anexo 1.

Tabla de datos del muestreo
realizado

Nota: Tabla con los datos obtenidos

durante el muestreo de este estudio.

NP=No Proporcionado. Fuente
propia.
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Anexo 2.
Electroforesis en gel de productos de PCR de BPV

F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F
PM F101 F101.1 F202 F202.1 F203 F203.1 F204 F204.1 F205 F205.1 F206 PM 08 08.1 082 09 091 10 11 111112 12 124 13 1314 14 15 151 18

'

. PM F206.1 F207 F207.1 C+ C-

F3
11.2
(Réplica) C-




Anexo 2.
Electroforesis en gel de productos de PCR de BPV

F5 F5 F5 F6

e F1. - F2 . F3 F3 F3 F3
01104 08, 081 5282 ' 09

Fb:. \ROREF6  F6 -~ F7 Bl F7

2152112152722 '22:1 22,2423 -231:: 24 :25 251

PM F8 F8 F8 F8 F8 F8 C- C+
“ . 26 26.1 26.2 27 27.1 27.2

500pbscs . - C

F5 F5 F5 F6 F7 F7 F8 C+ c
211 21.2 22 24 251 2741 5

Fe F8 F8 Fa8m F8 F8 F8 F8 C+
258 271 28 284F 29 291 30 30.1



Anexos

Anexo 3.

Diagramas de pastel de la zona del cuerpo objeto de muestreo, morfologia observada y registro

fotografico.
. ——== - Boca Filamentoso Forma de arroz
Espalda _— 4 — Pierna [ 14
Nz

Ubre Aplanado

Pedunculado

.- "’:‘mqm]mllnurmlm.‘....i -
= :Lm
|

L

Nota: (Arriba) Diagramas elaborados
en Excel con los datos del Anexo 1.
Izquierda: Diagrama de pastel de la
parte del cuerpo de donde se
extrajeron las verrugas; Derecha:
Diagrama de pastel de la morfologia
de las verrugas. NP = No
Proporcionado. (Abajo) Registro de
las muestras: 1) F205_310823
(Forma de coliflor, extraido del
cuello), 2) F315_061023 (Forma de
arroz, extraido del cuello), 3)
F314_061023 (Filamentoso, extraido
de la ubre), 4) F316_061023
(Pedunculado, extraido de la ubre),
5) F829 091223 (Aplanado, extraido
de la cola). Fuente propia.
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