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INTRODUCCION

Floricultura en Ecuador

* Uno de los sectores agricolas mas importantes de la sierra _
ecuatoriana y de la economia del pais Cultivo de flores de corte o de verano.

Tercera actividad agricola que mas divisas genera después del Ecuador: todo el afio entre 2200 y 2700 m.s.n.m.
banano y el camaron

« Varias empresas floricolas
» Medianos y pequefios agricultores (invernadero

G s ’ - campo
Principales especies de exportacion y po)
usD 591 MM 3% usD 105 MM 2% * Flor complemento para el florero.
96 Destinos 76 Destinos .
\ Part. % Part. %
& e 35% & e 65% oo
. " * Pichincha 661.70 ha (Proecuador 2015)
G Rusia 17% fs @ Canada 7% . . .
* Cotopaxi, Azuay e Imbabura en conjunto cultivan 188.90 ha
@ Holanda 1% .- @ Holanda 6%
Roscs Flores de
% e verano 13% Comepeciing

exportacion de flores .

« Estatice (Limonium sinuatum (L.) Mill.).

Fuente: Reporte estadistico anual 2020- Expoflores
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INTRODUCCION

Estatice: Limonium sinuatum (L.) Mill.

Originaria del Mediterraneo, de la familia Plumbaginacea
Mas de 300 especies ornamentales.
* “Siempreviva azul”

Clasificacion taxonémica
Reino: Plantae; Subreino: Viridiplantae; Division: Tracheophyta;
Subdivision: Spermatophytina; Clase: Magnoliopsida;
Superorden: Caryophyllanae; Orden: Caryophyllales; Familia:
Plumbaginaceae; Género: Limonium; Especie: sinuatum.

Fuente: Integrated Taxonomic Information System (ITIS)

Algunas variedades: Pedro White, Cristal Dark Blue, Cristal Lilac, Ara
Purple, Ara Blue, Ara Lavander, Ara Violet

AcTmaA *n m
Fonars and pante from Hotand

Fuente: https://astraflowers.com/en/search/?utf8=%E2%9C%93&search=limonium+sinuatum
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INTRODUCCION

Virus fitopatégenos

Considerados como el segundo grupo de patbgenos mas importante después de hongos
Se propagan de forma amplia y rapida a cultivos aledafios

A ﬁ

Vectores/ insectos

* thrips
1/
“*x;j\wi{,'. 4 Insectos orden Thysanoptera
..A,;f\‘}{:;;/r- + Frankliniella occidentalis
Propagacion « ‘i‘ . Frapkliniella Tuberosi
vegetativa = » Thrips tabaci
*estacas E * Thrips palmi,

Herramientas
contaminadas
*practicas culturales

(podas)

Mecanismos de transmision
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INTRODUCCION

Genero Tospovirus (Orthotospovirus) de la familia Tospoviridae

*Infectan a un gran niumero de especies vegetales (cultivos alimenticios como ornamentales)
» Patégenos agricolas / representan riesgo para la seguridad alimentaria en todo el mundo.
« Transmitidos por insectos: orden Thysanoptera (también medios mecéanicos)

Glycoprotein (Gn and Gc)

Polymerase (L}

e Genomic RNA

Fuente: https://viralzone.expasy.org/

Virus envueltos con forma esférica o viriones pleomorficos

de 80 a 120 nm de diametro

* genoma tripartito de ssRNAs negativos o ambisentidos de
aproximadamente 16,6 kb.

+ genoma de ARN monocatenario tripartito (clasificado-tamario).
+ Segmento pequefio S (Small)
+ Segmento mediano M (Medium)
+ Segmento grande L (Large)
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El virus Alstroemeria necrotic streak virus (ANSV)

* Pertenece al género Orthotospovirus
* En Colombia fue reportado sobre plantas ornamentales O ) ) : iy ,
P P Dominio: Riboviria; Reino: Orthornavirae; Filo: Negarnaviricota; Subfilo:

de Alstroemeria . Polyploviricotina, Clase: Ellioviricetes, Orden: Bunyavirales, Familia:
y |nf?0ta naturalmente a lulo/naranijilla (_Solanum o Tospoviridae, Género: Orthotospovirus, Especie: Alstroemeria necrotic streak
quitoense), tomate (Solanum lycopersicum) y pimiento orthotospovirus.

(Capsicum annuum). Gallo, et.all, 2019

Clasificacion taxonémica de (ANSV)

Fuente: “International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV)

Los sintomas asociados con la infeccion por

ANSYV incluyen:

* rayas necroéticas en hojas y tallos, anillos
necroticos y necrosis venal

Fuente: Hassani, 2010 (Planta de Alstroemeria
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INTRODUCCION Deteccion de virus fitopatégenos

* Importancia detectar virus (patégenos) en plantas para su control

- SINTOMATOLOGIA . , . » * Diagndstico por sintomatologia mas dificil que otros patdégenos
* Observacion macro y microscopica.

ELISA en »  ELISA de sandwich de doble anticuerpo (DAS)

2. SFTROLOGIA, L m) ELISA =) laca «  ELISA de sandwich de triple anticuerpo (TAS)
* Antisuero / antigeno / precipitacion P «  ELISA de placa sensibilizada con antigeno (ACP)

m) Hibridacion acidos nucleicos

3. METODOS MOLECULARES «  PCR convencional (ADN) / RT-PCR (ADNCc) transcripcion reversa
* Alternativos a los serologicos - PCR * (PCR (PCR en tiempo real) / PCR Nested / PCR multiplex
Plataformas principales
- « lllumina (Solexa) sequencing » Generan miles de millones
HTS o NGS «  Roche 454 sequencing = de secuencias cortas.
* lon torrent: Proton / PGM sequencing » Estudios Metagendmicos

* SOLID sequencing,

& ESPE
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INTRODUCCION o _
Metagendmica de virus en plantas

« Estudio de poblaciones virales en muestras ambientales
* Recupera y analiza genomas completos o parciales de potenciales virus
» Através de secuenciacion de acidos nucleicos

Tejidos 0 muestra vegetal

1. Muestreo y recoleccion ,
y * Extraccion de ARN total

Novaseq 6000

2. Secuenciacion de acidos nucleicos Principalmente técnicas HTS Alluming

* High Throughput Sequencing

3. Andlisis bioinformatico Pipeline / flujos de trabajo
* Programas codigo abierto

 Uso de cluster

< _=

“ldentificar virus fitopatdgenos en conjunto de datos de secuencias metagenomicas”
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INTRODUCCION e .. : : ., : L
Analisis filogenético - Filogenia. *Reconstruccion evolutiva o historica

» Estudio las relaciones evolutivas de grupos taxondmicos, secuencias 0 especies.

» Permite la construccion de un arbol filogenético que evidencia la historia evolutiva M. kuhrangica (Tapeleh)

L_I" M. kuhrangica (Kuhrang)
1/75 1/98 =

Explica la filogenia de un grupo con el menor numero de

1. Ma&xima Parsimonia (MP) : :
cambios evolutivos 1/100

M. albicornuta (Tekab)

M. albicornuta (Zanjan - Sahand)

2. Maxima Verosimilitud (ML)  Selecciona el arbol con la mas alta probabilidad

M. albicornuta (Bukan)

Métodos estadisticos basados en
modelos de evolucién molecular

* Maximum Likelihood (verosimilitud) de reflejar el proceso evolutivo real
.95/55 1/97|
Esti | babilidad d | <rbol fil £t 1 M. albicornuta (Sabalan - Sarab)
- - stima la probabilidad de que los arboles filogenéticos 187
3' InferenCIa BayeSIana (IB) p q g yn M. raddei raddei (Maku)
sean explicados por los datos
1/94 M. r. kurdistanica (Qotur - East Turkey)

0.006
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OBJETIVOS

Objetivo general

|dentificar virus fitopatdgenos en Estatice (Limonium sinuatum (L.) Mill.) mediante la

aplicacion de secuenciacion de alto rendimiento (HTS-High Throughput Sequencing)




OBJETIVOS

Objetivos especificos

» Ensamblar secuencias gendmicas de virus fitopatdgenos presentes en muestras foliares
de plantas de Limonium sinuatum (L.) Mill, aplicando herramientas bioinformaticas.

» Anotar los genomas de los virus fitopatdgenos presentes en muestras foliares de plantas
de Limonium sinuatum (L.) Mill. aplicando métodos basados en homologia.

> Reconstruir la historia evolutiva de los virus encontrados utilizando las secuencias de sus
genomas.

v
EESPPE
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HIPOTESIS

Se pueden identificar virus fitopatdgenos, en muestras de hojas de plantas de estatice
Limonium sinuatum (L.) Mill, aplicando secuenciacion de alto rendimiento (HTS-High
Throughput Sequencing) y programas bioinformaticos




METODOLOGIA

Obtencién de Extraccion de ARN total Secuenciacion
muestras foliares de Preparacion de librerias
Limonium sinuatum |:> |:> o
‘ | A \ _;\ 7' | : ‘\. = fA - 00
'l B § :u: st L T —
Kit: SV Total RNA Isolation .
' ] ' System de Promega Kit: TruSeq Stranded Total N —
Slntomatolggla paravirus: RNA with Ribo-Zero Plant
malformamoq de hojas, enanismo y * Precipitd con acetato de Sistema NovaSeq 6000
rayado de hojas “streaking” sodio y etanol / condiciones lllumina
' de envio * Reads paired-end 100 pb

\ 4 \ 4

Plantacion floricola

Provincia: Pichincha Laboratorios '

Parroquia: EI Quinche Hurmanizing Genomics

*  “Muestra El Quinche” m l" n
+  “Cod. IDgen. M69” ID%_GII GC Oge
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METODOLOGIA

Control de
calidad

Flujo de trabajo: Analisis bioinformatico

Eliminacion de
lecturas iniciales,
de haja calidad,

duplicadas y
adaptadores.
(Trimmomatic-0.39;
BBTools: BBmap

V38.82)

Control de

calidad

(FastQC
V0.11.9)

(FastQC
V0.11.9)

* Software de codigo abierto y licenciado
* Cluster de CEDIA Corporacion
Ecuatoriana para el Desarrollo de la
Investigacion y Academia

Alineamiento Ensamblaje Andlisis
Ensamblaje de (Mapeo/blasteo) con de genomas y filogenético de
novo — genomas de | anotacion. virus identificados.
(SPAdes-3.13.1) refe_'renma. (Blasin: ~p-| (Genejous (MEGA-X V10.2.6;
nchi-blastn-2.12.0+) V6.1.8) MrBayes V3.2.7 a;
FigTree V1.4.4)

Registro de
virus en
GenBank.
Banklt/NCBI)

Control de Vizualizacion

calidad resultados
(FastQC previos.
0.11.9) (KronaTools-2.8)

Control de calidad

Eliminacion secuencias contaminantes

Ensamblaje de novo

Mapeo busqueda de homélogos (contigs ensamblados con genomas de referencia)

Ensamblaje genomas completos
& ESPE

1.
2.
3.
4,
5.
6.

Visualizacion de resultados
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas del ARN total y muestra secuenciada (reads)

) « Concentracion de 36.7 ng/uL en el nanodrop
- * Numero de integridad de RNA de 2.5 con Bioanalyser.
2501 « Cantidad de lecturas 5.3 G
L Caracteristicas de la muestra secuenciada, Macrogen Inc.
100 @
Total read bases
- Sample ID (bp) Total reads GC(%) AT(%) 0Q20(%) 0Q30(%)
L/ b st SR y— M69-El Quinche  5.278.306.258  52.260.458  41.45 5855  98.14 94.91

Fuente: ©Macrogen Inc. Corea del Sur

T T TT T T
25 200 500 2000 4000 [nt]

Fuente: ©Macrogen Inc. Corea del Sur
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RESULTADOS Y DISCUSION

FastQC V0.11.9

Archivos en formato
* html

Analisis de calidad inicial-final de datos secuenciados (reads)

RFastQC Report

Summary

&P Basic Statistics
@Per base sequence quality

@Per tile sequence quality

@Per sequence guality scores

@Per base sequence content

(_:] Per sequence GC content

@F‘er base N content

@Seq uence Length Distribution

@Seq uence Duplication Levels

o
Q} Overrepresented sequences

@Adapter Content

RFastQC Report

Summary

@ Basic Statistics
@F‘er base sequence guality

@F‘er tile sequence quality

@F‘er sequence quality scores

@F‘er base sequence content

Q:] Per sequence GC content

@F‘er base M content

Q:] Sequence Length Distribution

@Seq uence Duplication Levels

=N
Q,] Overrepresented sequences

@Adapter Content

Parametro

@ Adecuado

3 4 Aceptable

@. No tan aceptable

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Analisis de calidad de los datos secuenciados

RESULTADOS Y DISCUSION

Zonade colores Dpor base sequence quality A @Per base sequence quality B

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

Quality scores across all bases (Sanger / Blumina 1.9 encoding)

36|
34
32|
30|
28]
24|
bl
n

1234567891213 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-40 5455 6061 6667 7273 78-70 8485 9051 123456789 1213 1819 2425 30:31 3637 4243 4849 3455 6061 66467 72-73 78-79 8485 9061
Position in read (bp) Posttion in read (be)

M69 1.fastq.gz M69 2.fastq.gz
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RESULTADOS Y DISCUSION

Remocion de adaptadores, lecturas de baja calidad y eliminacion

lecturas duplicadas
FastQC V0.11.9

Luego de usar
A: Antes del corte/eliminacién lecturas

‘ baja calidad / duplicados

@Per base sequence content

B: Después del proceso

Trimmomatic-0.39
Sequence content across all bases @Per base sequence content
100
y wT Sequence content across all bases
100
e %T
90 Yolk %C
BBTools:BBMap V38.8 56 %
20 %G
20
70
70
60
60
50
50
40
40
" drp oz s smm=====ccmmanEmEs
.—\\-.__,_J—“-h— i
20 20 ——
10 10
0
‘ 1234567691213 18-18 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 56-67 72-73 78-79 £4-85 90-51 96-97 1234567891213 1818 2425 3031 36-37 42443 48-99 5455 6061 6667 72-73 78-79 84-85 9081
Position in read (bp) Position in read {bp)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Remocién de adaptadores, lecturas de baja calidad y eliminacion

_ lecturas duplicadas

Luego de usar

' A: antes del proceso B: Después del proceso
_ orseuce g cone e sesence G o
GC distribution over all sequences GC distribution over oll sequences
y n GC count per read GC count per read
1800000 Distribution Thearetical Distribution
L R S R ERRES S ARERERECEASSEESEEERESSERREES R RS SEREE RS
wococo I HHHHHA A
350000
1400000~~~ = == === e
300000
1200000
25000
1000060 ===
200000 T A T e -
e00o00 - e T e
150000
600000
p— wotf}——m———ff————————hp————————————————
200000 50000
o 0246811 15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 S5 50 63 67 71 75 79 83 87 9l 95 99 0 024681l 151023 27 31 35 39 43 47 51 55 50 63 67 71 73 78 83 &7 61 85 88
Mean GC content (%) Mean GC content (%)

YESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultado final de datos secuenciados (reads)

7 - o

Basic Statistics @Basic statistics
[ = e e | e
Filename ME9_1.Rded.fq Filename ME3_2.Rded.Fq
File type Conventional base calls File type Conventional base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9 Encoding Sanger / I1lumina 1.9
Total Sequences 7636551 Total Sequences 7836551
Sequences flagged as poor quality @ Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 48-91 Sequence length 48-91
%GC a1 %GC 41

Total de secuencias: 7036551
Largo secuencia: entre 40-91 pb
%GC: 41

& ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacion de secuencias virales (patdogenos)

SPAdes-3.13.1 Ensamblado

i

Blastn / NCBI

!

KronaTools-2.8 Formato *.html

Alineamiento/ Blasteo
Secuencias de referencia

7 (A

d lika raw virs

Aslroamena pecroit gireak veus (S8

Tabla 1: Organismos identificados - KronaTools

% de % identidad con

Organismos identificados lecturas secuencias

VIEIES reportadas
Alstroemena necrotic streak VII’US 96

97
Satellite tobacco necrosis virus 2 0.2 95

Bloomfield like new virus 2 40
: 50

* Se obtuvo el genoma completo de
Alstroemeria necrotic streak virus (ANSV)

e S E
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RESULTADOS Y DISCUSION
Re-ensamblado de Alstroemeria necrotic streak virus ANSV

Geneious V6.1.8 _ _
Tabla 2. Caracteristicas de los segmentos del virus ANSV

Segmento
ensamblado #de

Refseq
(Accesion de % GC % ldentidad
referencia)

Profundidad
del virus Contigs de cobertura

ANSV

1 NC_055298 8755 34.2 98.9 890 X
1 NC_055297 4869 35.6 98.7 2870 X
2 NC_055299 3135 35.1 99.3 3500 X

* Cuatro contigs coincidieron con secuencias de referencia en GenBank.
* Dos de los contigs ensamblaron el segmento S
* Los otros dos contigs representan los segmentos L y M completos

ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Geneious V6.1.8

Anotacion para los segmentos del virus de ANSV

Tabla 3. Caracteristicas de la anotacion de los segmentos del virus ANSV

Largo %
Segmento Largo de la _ o
, #de _ secuencia , _ Similaridad
del virus ., secuencia ORFs Proteina ID_proteina
Accesion de ORFs en la
de ANSV (pb) L,
(pb) anotacion
L ON149273 8755 ORF 8625 Proteina L AYJ76753.1 98.92
ORF1 912 Non-estructural AYJ76755.1 99.12
M ON149272 | 4869 o e
ORF2 3381 Glicoproteina precursora AYJ76754.1 99.05
ORF1 1404 Non-estructural YP_010086065.1 99.55
S ON149271 | 3135 AU EL S G R
ORF2 777 Proteina de la nucleocapside | YP_010086066.1 99.87

* Segmentos registrados en GenBank con la herramienta Bankit
(https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/about/bankit/)

&

ESPPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Segmento L del virus de Alstroemeria necrotic streak virus ANSV-L registrado en GenBank (ON149273).

ON149273.2:0..8755 Alstroemeria necrotic streak virus isolate El Quinche segment L, partial sequence
h 200 1 J1|K ‘11590| 1 2||'(| L1 |2’|5(|]D| 1 3|K| L1 Ia’lﬁqol 4K I \4’|5q0| 1 |5|K| L1 |5i590| I JSIKI I 6’500 FK ’500 K 8’755

|
Genes

« UTE797471 <«

Segmento M del virus de Alstroemeria necrotic streak virus ANSV-M registrado en GenBank (ON149272).

ON149272.2:0..4869 Alstroemeria necrotic sireak virus isolate El Quinche segment M, partial sequence

‘ M PR B R |5.0[|). Lol 11.K| P T R ‘1.’5|OQ| Ll 1y P.Kl M B |235|0[.}| M |3.K| N T T Jaiqu Lol a1 }4|KI P R B \ - |4.’8|69.
} 1 } i } } }
Genes

Segmento S del virus de Alstroemeria necrotic streak virus ANSV-S registrado en GenBank (ON149271).

ON149271.2:0..3135 Alstroemeria necrotic streak virus isolate El Quinche segment S, partial sequence

t... . [200 |40 leo  |soo |tk |1200 |1400 [1600 |1800 [2K ~ ]2200 400 P00 2800 313
-
Genes

[ < <« Wack

Segmento L (8755 pb)
« Gallo Yuliana, 2019 (8967 pb)
« G.Y. 2018 (8756 pb)

Segmento M (4869 pb)
« Gallo Yuliana, 2019 (4859 pb)
« G.Y. 2018 (4839 pb)

Segmento S (3135 pb)
« Gallo Yuliana, 2019 (3132pb)
« G.Y. 2018 (3113 pb)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Reconstruccion histoérica evolutiva del virus de ANSV

ANSV Marinilla MK275264

MEGA-X V10.2.6

ANSV Penol MK275262

ANSV Hoya SD MK801881
Llj ZLCV AF067069
1 CSNV AF0&67068

TSWV D00645
TCSV 554325
GRSV 554327
INSV X86972

&
&7 MeSMV EU275149

BNMV JNEB7268

451|— SVNV NC 055178

PolRSV KX468765

85
® | L HCsv .xsazses
* TYRV AYB86718
2 VSV AF001387

AYSV NC 040741

P MYSY AF0B7151
PCSV NG 033772
M
5 TZSY EF552433
@ —|: CCSV AY867502
© CaCV AY036058
WBNV EU373748

E
WSMoV 746419

% L GBNV U27809
PCFV AF080526
—

- PYSV AF013994
el GYSV NC 043210

54

ANSV San Vicente MK275263

ANSV El Quinche ON149271

Secuencias de a.a. del gen N de la nucleocapside (Segmento S de ANSV

y 29 orthotospovirus)

Método de Maxima Verosimilitud, Modelo evolutivo: General Time

Reversible con distribucion Gamma.

Valor de soporte 99, con bootstrap de 1000 para el clado.

ANSV muestra El Quinche, se ubica en el clado de reportes Colombianos.
Hassani, 2010; Gallo Yuliana, 2018; 2019.

ANSV San Vicente MK275263
ANSV Marinilla MK275264
ANSV El Quinche ON149271
ANSV Penol MK275262

ANSV Hoya SD MK801881
\—Ij ZLCV AF067069
i CSNV AF067068

TSWV D00645
TCSV 554325
GRSV 554327

4

T

Alstroemeria
necrotic
streak

virus

& ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Reconstruccion histoérica evolutiva del virus de ANSV

ANSV_EI_Quinche_ON149271
ANSV_Hoya SD_MK801881
ANSY_San_Vicente_MK275263
ANSV_Penol_MK275262
ANSY_Marinilla_MK275264

TCSV_854325
GRSV_S54327
TSWV_D00645
2LCV_AF067069
CSNV_AF067068
INSV_X66972
MeSMV_EU275149
BNMV_JN587268
SVNV_NC_055178
WSMoV_746419
GBNV_U27809
CaCV_AY036058
WBNV_EU373749
TZSV_EF552433
CCSV_AYBE7502
PCSV_NC_033772
MYSV_AF 067151
POIRSV_KX468765
HCSV_Jx833564
TYRV_AY686718

- IYSV_AF001387

MrBayes V3.2.7a
FigTree V1.4.4
0918 —tm
p— (I
—
l—{l 1
.

AYSV_NG_040741
PYSV_AF013994
GYSV_NC_043210
PCFV_AF080526

Método de Inferencia Bayesiana, Modelo evolutivo: General Time
Reversible con distribucion Gamma y algoritmo MCMC.

Topologia semejante al de MV.
Valor de probabilidad 1, para el clado.

ANSV muestra El Quinche, se ubica en el clado de reportes Colombianos.
Gallo Yuliana, 2018, 2019. Hassani, 2010
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CONCLUSIONES

e Aplicando herramientas de secuenciacion de alto rendimiento (HTS-High Throughput
Sequencing) y programas bioinformaticos, fue posible identificar virus fitopatogenos
presentes en la muestra de hojas de flores de corte de Limonium sinuatum.

e La presencia de Alstroemeria Necrotic Streak Virus (ANSV) fue de un 97%, el 3%
restante de los virus fitopatdogenos encontrados en la muestra foliar, corresponden a la
secuencia de otros tres virus: Satellite tobacco necrosis virus 2 (0.2%), Bloomfield like
new virus (2%) y New chrysovirus (0.8%), de los cuales aun no existen reportes.
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CONCLUSIONES

e Fue posible ensamblar el genoma completo del virus Alstroemeria Necrotic
Streak Virus (ANSV) con sus tres segmentos, segmento L con 8755 pb,
segmento M con 4869 pb y segmento S con 3135 pb.

e Se realizd la anotacion del virus de ANSV y su reporte se encuentra registrado en
GenBank con los niumeros de accesion ON149273 para el segmento L, accesion
ON149272 para el segmento M y accesion ON149271 para el segmento S.
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CONCLUSIONES

Se realizo una publicacion indexada en la revista Microbiology Resource
Annoucenment con la informacion de la presencia del virus fitopatdgeno Alstroemeria
Necrotic Streak Virus (ANSV) en plantas de corte de Limonium sinuatum en Ecuador.
https://journals.asm.org/eprint/ MXKPEHT43FUXI9HXXAGQ/full.

Se realizo la reconstruccion evolutiva para Alstroemeria Necrotic Streak Virus (ANSV)
en base a las secuencias de los aminoacidos del gen N de la nucleocapside y de las
secuencias genomicas de los Orthotospovirus disponibles en GenBank, determinando
su cercania evolutiva del virus de ANSV- muestra El Quinche, al clado donde se
encuentran los reportes colombianos.
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CONCLUSIONES

e Existe alta posibilidad que el agente causal de la sintomatologia observada
en campo para malformacion de hojas, enanismo y rayado necrotico de hojas
“streaking” en las hojas de flores de corte de Limonium sinuatum, sean
provocadas por Alstroemeria Necrotic Streak Virus (ANSV).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la aplicacion de la secuenciacion de alto rendimiento (HTS-High
Throughput Sequencing) propuestas en el pipeline del presente trabajo, como una
herramienta en la determinacion de secuencias de virus fitopatogénos en muestras
de flores de corte de Limonium sinuatum (L.) Mill con posible extrapolacion a otros
cultivos de interés.

Realizar mas muestreos foliares a nivel de campo e invernaderos, en fincas
pequenos y grandes agricultores de plantas de corte, para determinar si el virus
encontrado es el unico presente en el Ecuador.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda desarrollar un metodo rapido de diagnostico mediante el uso de
PCR para la deteccion de ANSV en Limonium sinuatum (L.) Mill.

Desarrollar un plan estratégico de control fitosanitario integral a nivel de fincas
floricolas y cultivos de interés economico, dado que el vector de propagacion del
virus ANSV pertenece al orden de insectos Thysanoptera cuya presencia en
Ecuador ha sido ya reportada como problema sanitario.
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