UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

EGUADOR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y DE LA
AGRICULTURA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

TRABAJO DE TITULACION, PREVIO A LA OBTENCION DEL TITULO
DE INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

TEMA: CARACTERIZACION MOLECULAR, DIAGNOSTICO Y
FILOGEOGRAFIA DEL POTEXVIRUS CAUSANTE DE SINTOMAS DE
MOSAICO Y MANCHAS CLOROTICAS EN PLANTACIONES DE

BABACO (Vasconcellea x heilbornii. var. pentagona)

AUTOR: MONCAYO PALACIO, EDUARDO ALEJANDRO

DIRECTOR: ING. FLORES FLOR, FRANCISCO JAVIER, Ph.D
SANGOLQUI

2018



SPE

DE LAS FUEAZAS ARMADAS
edidsin INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA
CERTIFICACION

Certifico que el trabajo de titulacién, “Caracterizacién molecular, diagnéstico y
filogeografia del Potexvirus causante de sintomas de mosaico y manchas
cloroticas en plantaciones de babaco (Vasconcellea x heilbornii. var.
pentagona)” fue realizado por El Sr. Moncayo Palacio, Eduardo Alejandro el
mismo que ha sido revisado en su totalidad analizado por la herramienta de
verificaciéon de similitud de contenido; por lo tanto, cumple con los requisitos
teodricos, cientificos, técnicos, metodolégicos y legales establecidos por la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, razén por la cual permito acreditarlo y
autorizar al Sr. Eduardo Alejandro Moncayo Palacio para que lo sustente

publicamente.

Sangolqui, 07 de noviembre de 2018

Flores Flor Francisco Javier, Ph.D

C.C: 1712443479




ESPE

DE LAS FUERZAS ARMADAS
et INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

AUTORIA DE RESPONSABILIDAD

Yo, Moncayo Palacio, Eduardo Alejandro, declaro que el contenido, ideas y
criterios del trabajo de titulacion: “Caracterizaciéon molecular, diagnéstico y
filogeografia del Potexvirus causante de sintomas de mosaico y manchas
cloréticas en plantaciones de babaco (Vasconcellea x heifbornii. var.
pentagona)” es de mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con los requisitos
tedricos, cientificos, técnicos, metodolégicos y legales establecidos por la
Universidad de Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos intelectuales de

terceros y referenciando las citas bibliograficas.

Consecuentemente el contenido de la investigacién mencionada es veraz.

Eduardo Alejandro Moncayo Palacio

C.C. 0502462559




HESPE

DE LAS FUERZAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

AUTORIZACION

Yo, Moncayo Palacio, Eduardo Alejandro autorizo a la Universidad de las Fuerzas

Armadas ESPE el trabajo de titulacién “Caracterizacion molecular, diagnostico

y filogeografia del Potexvirus causante de sintomas de mosaico y manchas

cloréticas en plantaciones de babaco (Vasconcellea x heilbornii. var.

pentagona)” en el Repositorio Institucional, cuyo contenido, ideas y criterios son de

mi responsabilidad

Sangolqui, 07 de noviembre de 2017

Eduardo Alejandro Moncayo Palacio

C.C. 0502462559




DEDICATORIA

A mis padres, que con su inmenso carifio y apoyo he podido alcanzar mis metas.
A mi abuelita Marlene, mi &ngel guardian, quien siempre me ha ayudado

incondicionalmente.



AGRADECIMIENTO

Agradezco A mi director de tesis, el Dr. Francisco Flores por su guianza y ayuda para

desarrollar mis habilidades académicas y cientificas.

A la MSc. Alma Koch, por despertar mi interés en el mundo microscépico, por inculcarme
ética y valores tanto en el ambito profesional como personal, y por abrirme las puertas en

el laboratorio de Microbiologia molecular.

Al Dr. Andrés lzquierdo por el apoyo técnico durante la investigacion.

Agradezco al Grupo de investigacion en Microbiologia y Ambiente (GIMA) de la ESPE,
por los insumos, equipos, materiales y reactivos facilitados durante el transcurso esta

investigacion.

Al Instituto de Investigaciones Agropecuarias-INIAP, en especial al Ing. William Viera por
la colaboracién en la toma de muestras y apertura, y al proyecto “Biocontrol for
Sustainable Farming Systems, Ecuador” del Ministerio de Asuntos Exteriores y Comercio

(MFAT) de Nueva Zelanda por el apoyo.

Al Laboratorio de diagnéstico molecular IDgen por la apertura a sus instalaciones para

llevar a cabo procedimientos relacionados con la presente investigacion.

Finalmente, quiero agradecer a mis colegas, compafieras y amigas Fiama Guevara y
Alejandra Oviedo, quienes me ayudaron técnica y animicamente durante el arduo trabajo
de laboratorio, por los buenos momentos, y por ayudarme en el desarrollo exitoso de este

proyecto.



Vi

INDICE DE CONTENIDO

CERTIFICADO DEL DIRECTOR. .. oottt e et e e e eaaes i
AUTORIA DE RESPONSABILIDAD ......ocvieitieeiee ettt Ii
AUTORIZACION ...ttt sttt e et ee et et et e e b es e e s e e eeeneeene ii
DEDICATORIA ...ttt e e e e e e ettt e e e e e e e e s e bbbt e e e e e e e e s e snnbbaeeeeeeens iv
AGRADECIMIENTO ...ttt ettt e s e e e e e e e s s s bbb e e e e e e e e s annnssbeeaeeeeeeeenanns Y
RESUMEN. ... .ttt ettt e e e e e e s ettt et e e e e e e e s s nsn bt et e eeeaeeeeesansabaneeeeaens X
AB STRACT L.ttt ettt ettt e e e et et e e e e e e e s e bt — e e e e e e e e e e —reaaaaeeena i raaraaaaes Xi
CAPITULO Lttt ettt ee ettt 1
L. PROBLEMA ...ttt e e e e e e e et e e e e e e e e e s e rr e e e e e aeeeenanns 1
1.1 Formulacion del Problema.........cooooo oo, 1

1.2 JUSHIFICACION ... 2

RS @ o =3 1Y 0 1 USSP 4
CAPITULO Tl ettt ettt ettt 5
2. MARCO TEORICO ...ttt ettt 5
2.1 Babaco (Vasconcellea x heilbornii. var. pentagona)...............cccceevvvvvveneeennn. 5

2.2 ViruS FitOPatOQgENOS ... ..uueiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e anns 11

P2 T 0 (=Y | {1 1P 13

2.4 Deteccion y DiagnOStICO VIFal ........oooiiiiiiiiiiiiiee e 15

P (oo =To T [ = - WU PRRRRR 17

2.5 HIPOLESIS. ...ttt e e e e e e e eeaaeeeeeaan 18
CAPITULO Nl sttt s e e s e e s s snens 19
3. METODOLOGIA ...ttt ettt 19

G 00 o o F= W0 [ = 1] (1 T | 19

3.2 Periodo de Tiempo de la INVestigacion ...........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 21

GG I o (o Tod=To (10 0] 1] o] (01 TSR 21
CAPITULO IV 1ottt ettt 33

4. RESULTADOS . ...t 33



Vil

4.1 Deteccion de Potexvirus mediante RT-PCR.........ccccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 33

4.2  Caracterizacion del Genoma viral de BabMV ..........cccovvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiieieeee, 34

4.3 Disefio de prueba de diagndstico para BabMV ...........cccevvvvvvvviiiiiiiiiiieennnnnn. 39

4.4 Filogeografia de BabMV ... 42
CAPITULO V ottt bbbttt n ettt ene s 50
5. DISCUSION DE RESULTADOS ... .oiiiiiiei ettt see s 50
CAPITULO VI ittt ettt sttt ne bt ene s 57
6. CONCLUSIONES ... oot e e e e e et e e e e eanaas 57
CAPITULO VI .ottt ettt ettt 58
7. RECOMENDACIONES ... oo e e e e e e eaaas 58

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooiiiiieeieeeeeeeeeee ettt 59



viii

LISTADO DE FIGURAS

Figura 1. Crecimiento y distribucion del Babaco en América del Sur. ...........ccccvvveeeeeenn. 5
Figura 2. ViriOn de POEXVIIUS.........oceuiiiiiei e e eeeeeetie s e e e e e et s e e e e e e e ee et seeeeeeeeannes 14
Figura 3. Expresion gendmica del género POtEXVIIUS ..........cuvvviiiiieeeiieeeiiicie e eeeeeenanns 14
Figura 4. Hojas de babaco con sintomatologia de VIroSIS .........cccoveeeevivveiiiiiiiiiieeeeeeeeins 19
Figura 5. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud para el género Potexvirus. .......... 26
Figura 6. Deteccion de potexvirus mediante PCR con primers geneéricos. .................... 33

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos del genoma de BabMV . 35

Figura 8. Ensamblaje del genoma de BabMVa ............cccooiiiiiiiiiiiiii e 36
Figura 9. Representacion del genoma de BabMV..... ..., 37
Figura 10. Estructura terciaria de la proteina de cubierta (CP) de BabMV ................... 38
Figura 11. Electroforesis del ensayo de diagndstico viral..............ccooevviviiiiiiiiiieeeeeeennns 40
Figura 12. Deteccion de Potexvirus en el control poSitivo ..........cccoeeeeeiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeins 41
Figura 13. Sensibilidad de la prueba de diagnostico para BabMV. .............ccccooeeeieies 42
Figura 14. Arbol de maxima credibilidad. ..............cocooeeeiieeeee e 45
Figura 15. Célculo de la distancia genética entre cada aislado de BabMV ................... 47

Figura 16. Ruta de dispersién de Babaco Mosaic Virus en Ecuador..................ccceeee. 48



LISTADO DE TABLAS

Tabla 1 Localizacion y fechas de las hojas de babaco recolectadas infectadas con

VITU S, ettt 20
Tabla 2 Detalle de los primers utilizados en la deteccion de Potexvirus en hojas de

DADACO. ..o 23
Tabla 3 Componentes y cantidades empleadas en la reacciéon de PCR de deteccion

B POLEXVITUS. ..ttt e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eesaaaaaseeaeeeeeeannes 24
Tabla 4 Pardmetros de amplificacion de los primers para deteccion de Potexvirus. ..... 24
Tabla 5 Componentes y cantidades empleadas en el diagnéstico de BabMV por

O RPN 29
Tabla 6 Condiciones de PCR para el diagnostico de BabMV................ccoooiiiiiiinnne, 29
Tabla 7 Detalle de los primers para la amplificacion del gen de la proteina cp de

2= 101 S PRRRR P 30
Tabla 8 Condiciones de PCR para la amplificacion del gen de la proteina cp de

BaADIMV . oo 31
Tabla 9 Detalle de las combinaciones de relojes moleculares, modelos demograficos

utilizados para el analisis filogeografiCo. ..........cccoiiiiiiiiiiiii e 32

Tabla 10 Detalle de los primers disefiados para la caracterizacion y secuenciacion

del geNOMA VIral. ......oooiiiiiiiiiii 34
Tabla 11 Detalle de los primers disefiados para diagndstico de BabMV....................... 39
Tabla 12 Fuerza de la evidencia de ajuste de los datos acorde al factor de bayes....... 43

Tabla 13 Verosimilitudes marginales y soporte de ajuste del set de datos a un modelo
de coalescencia con un reloj molecular estricto y modelo demografico de

crecimiento eXPONENCIAL ..........oiiiiiiii e 44



RESUMEN

El babaco es un frutal nativo del Ecuador con creciente interés comercial. En cultivos a
nivel de invernadero, se han presentado sintomas de clorosis y mosaico en hojas
caracteristicos de infecciones virales. El objetivo fue caracterizar al agente causal de la
sintomatologia de virosis, disefiar una prueba de diagndstico y realizar un andlisis de
filogeografia. Se recolectaron muestras de hojas de babaco de las provincias de Loja,
Azuay, Tungurahua, Pichincha Santo Domingo e Imbabura y se secuencio el genoma
viral. La prueba de diagnéstico consistié en una RT-PCR y el andlisis filogeogréfico se
realiz6 en base al gen de la proteina de cubierta. Se secuencié el gen de la proteina de
la capside, el bloque triple de genes y parte del gen de la replicasa viral. El ensayo de
diagnostico fue especifico para Babaco mosaic virus con una sensibilidad de hasta 8
ng/uL de RNA viral y negativa para sus congéneres cercanos. Los resultados del andlisis
filogeografico infieren que el virus muta a una tasa de sustitucion de 4,8x10°%
sustituciones/sitio/afio. No se logré estimar con precision la época de origen del virus ya
que el andlisis arroja un amplio intervalo de fechas entre 1790 y 1960. Se concluye que
el agente causal de mosaico en plantas de babaco es el Potexvirus reportado como

Babaco mosaic virus, cuyo centro de origen mas probable es la provincia de Loja.

PALABRAS CLAVE:
e BABACO MOSAIC VIRUS
e SENSIBILIDAD
e CENTRO DE ORIGEN

e TASA DE SUSTITUCION
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ABSTRACT

Babaco is a native fruit from Ecuador with a growing commercial interest. In greenhouse
crops, chlorosis and yellow mosaic symptoms characteristic of viral infections have
appeared in leaves. The aim of this study was to characterize the causal agent of viral
symptoms, design a diagnostic test, and perform a phylogeography analysis. The viral
genome was sequenced, the diagnostic test consisted on a RT-PCR, and the viral
phylogeographic analysis was carried out based on the coat protein gene. Coat protein
gene, triple gene block and a part of the viral replicase gene were sequenced. The
diagnostic test was specific for Babaco mosaic virus with a sensitivity of 8 ng /uL of viral
RNA and negative for its close congeners. The results of the phylogeographic analysis
infer that the virus mutates at a substitution rate of 4.81x10-3 substitutions/site/year. It
was not possible to accurately estimate the virus origin time due to analyzes show a too
wide date interval between 1790 and 1960. In conclusion the causal agent of yellow
mosaic and chlorotic spots in babaco plants is the potexvirus reported as Babaco mosaic

virus, whose most probably origin center is the province of Loja.

KEY WORDS:
e BABACO MOSAIC VIRUS
e SENSITIVITY
e ORIGIN CENTER

e SUBSTITUTION RATE



CAPITULO |
1. PROBLEMA

1.1 Formulacién del Problema

El babaco es un frutal no tradicional que posee alto rendimiento en superficies pequefias
y gran potencial de exportacion e industrializacion (Soria, 1997). En los afios 90, el
babaco se comercializaba internacionalmente a paises como Holanda y Alemania, pero
durante el afio 2000, la produccién decay6 debido a problemas fitosanitarios y al
conocimiento limitado por parte de los agricultores del mantenimiento del cultivo (Tobar,
2008). Actualmente existe un creciente interés de produccion, comercializacion y
exportacion de esta fruta y sus derivados hacia el mercado europeo (Rodriguez, 2013);

(Montes, 2017).

Los estudios relacionados con virus fitopatdgenos en babaco son limitados. Asi como
como sucede en otros cultivos, los virus de babaco podrian estar causando cuantiosas
pérdidas economicas y significativa reduccién de productividad. En plantaciones de
babaco a lo largo de la sierra ecuatoriana, en las provincias de Imbabura, Pichincha,
Tungurahua, Azuay y Loja, se han presentado sintomas como clorosis en forma de
mosaico, ampollamiento y deformacion en las hojas, caracteristicos de infecciones
virales. Anteriormente, estos sintomas se asociaron al virus del mosaico de la papaya
(Papaya mosaic virus, PapMV) (Robles, et al., 2016) por su caracterizacion serolégica y
morfoldgica en aislados virales de hojas de babaco (Barba, 1989). Sin embargo, el agente

causal fue caracterizado molecularmente recientemente por Quinto, et al. (2017), donde
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lo describen como una nueva especie del género Potexvirus, y sugieren el nombre de

este virus como Babaco mosaic virus, debido a su hospedero y sintomas que produce.

Mediante el estudio de este nuevo virus fitopatdgeno, se podran establecer controles de
diseminacion, previniendo que se desarrollen enfermedades viricas que resulten en la
disminucién o pérdida de productividad, mejorando la calidad de los cultivos y de los

productos desarrollados en base a este frutal andino.

1.2 Justificacion

El babaco es un fruto endémico del Ecuador cultivado en las provincias de Pichincha,
Imbabura, Tungurahua, Azuay y Loja con un creciente interés para los agricultores debido
a su alto rendimiento en superficies pequefias, ademas ha ido tomando importancia en

la agricultura por su gran potencial de exportacion e industrializacion (Espinoza, 2016).

En las dltimas dos décadas, la demanda de babaco para el mercado local se ha
incrementado considerablemente y su produccion ha llegado a ser la principal fuente de
ingreso de pequeiios agricultores del Ecuador. Sin embargo, junto con la expansion del
cultivo, han emergido varios agentes fitopatdgenos que limitan su produccion (Ochoa et

al., 2000).

Dentro de los fitopatégenos que afectan al babaco se encuentran los virus, los cuales
ocasionan pérdidas de produccion y economicas a los agricultores. El virus causante de
sintomas de mosaico en el babaco ha sido descrito y caracterizado recientemente por

Quinto et al. (2017), y el nombre propuesto es Babaco Mosaic Virus (BabMV).
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BabMV esta distribuido a lo largo de todo el pais, siendo un problema fitosanitario en las
provincias donde se cultiva el babaco. Ademas, dada la reproduccion asexual del babaco
por brotes, estacas o injertos, la virosis en babaco se esta propagando aceleradamente

en las regiones donde es cultivada la planta.

La investigacion busca caracterizar molecularmente al virus causante de sintomas de
mosaico y manchas cloroticas en plantaciones de babaco (Babaco Mosaic Virus, BabMV)
el cual es responsable de pérdidas a nivel de produccién de este fruto endémico del
Ecuador. Con la caracterizacion molecular se dara paso al desarrollo de una técnica de
diagnéstico temprano para el control de propagacion del virus, evitando futuras pérdidas
a nivel econémico y productivo. Ademas, el diagndstico temprano permitird seleccionar
plantas madre sanas de babaco para su propagacion, ya que es una planta hibrida que

se reproduce exclusivamente de forma vegetativa.

Desde el punto de vista epidemiolégico, el determinar el centro de origen mas probable
del virus permitira conocer la regién geografica a partir de la cual se esta propagando la
enfermedad y asi elaborar planes mas controlados para evitar la diseminacion,

promoviendo el interés de retomar el cultivo y comercializacion de este frutal.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Caracterizar el virus causante de sintomas de mosaico y manchas cloréticas en

plantaciones de babaco (Vasconcellea x heilbornii. var. pentagona).

1.3.2 Objetivos Especificos
e Secuenciar y ensamblar el genoma del virus del mosaico del babaco.
e Establecer una prueba de diagnostico molecular para el virus del mosaico del
babaco.
e Realizar un analisis filogeogréfico del virus del mosaico de babaco con base en el

gen codificante para la proteina de la capside.



CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1 Babaco (Vasconcellea x heilbornii. var. pentagona)

2.1.1 Generalidades

El babaco es una planta hibrida natural producto del cruce de las especies
Vasconcellea stipulata (toronche) y Vasconcellea pubescens (chamburo) originaria de las
regiones andinas del sur del Ecuador en la Provincia de Loja (Escobar, 2012). También se
puede encontrar distribuida al norte de Pera y al sur de Colombia (Figura 1) (Scheldeman,

et al., 2011).

N
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Figura 1. Crecimiento y Distribucion del Babaco en América del Sur.
Fuente (Scheldeman, et al., 2011).
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El Babaco presenta una adaptacion intermedia a la de sus progenitores V. stipulata y V.
pubescens dando como resultado una amplia adaptabilidad edafoclimatica (Scheldeman,
2012). Este frutal se desarrolla a una altitud entre los 1500 y 3100 msnm, a temperaturas
optimas entre 14 y 20°C con una humedad relativa del 60 al 80% y luminosidad minima
de cinco horas al dia, adaptandose a varios tipos de suelos sean arcillosos, arenosos o

limosos con pH entre 5.8 y 8.2 siendo el ideal 7.1 (De Cafiar, 2003).

2.1.2 Descripcién

El babaco es una planta herbacea que alcanza alturas de 1.5 a 3 metros. Presenta
un sistema radical con raices tuberosas verticales, de las que se desprenden raices
absorbentes superficiales. El tallo es recto y cilindrico con cicatrices foliares. Suele
desarrollar brotes laterales que deben ser eliminados. Las hojas estan insertadas al
tronco de manera alternada con diferentes tonalidades de verde segun su etapa de
desarrollo, presenta un limbo lobulado de cinco a siete l6bulos, peciolo largo, asi como
nervaduras y venas laterales pronunciadas. Las flores, Unicamente femeninas, surgen de
las axilas de las hojas, son de forma acampanada, solitarias, con pétalos de color blanco
amarillento y sépalos verdes. El fruto es una baya partenocarpica (sin semillas) alargada
de 20 a 30 cm de longitud y de 12 a 18 cm de ancho, de forma pentagonal con una

coloracion amarilla en su completa madurez (Jacome, 2012; Lim, 2012).

2.1.3 Beneficios y Usos
El fruto del babaco contiene elevadas cantidades de potasio, vitamina C, vitamina

B2, B3 y vitamina A, por lo que es considerado de alto valor nutricional (Lim, 2012).



7

El babaco posee caracteristicas atractivas para la industrializacion, ya que, al ser

un fruto sin semillas con céascara delgada, su procesamiento resulta relativamente
sencillo. El proceso que mas se aprovecha es la obtencion de pulpa deshidratada para
uso en la industria alimenticia. Ademas, el fruto presenta un alto contenido de enzimas
proteoliticas, y es potencialmente rico en pectina, productos de gran interés y demanda

industrial (Lim, 2012).

2.1.4 Propagacion

El babaco es un fruto partenocarpico, es decir, que no posee semillas, por lo que
Uunicamente se puede reproducir de forma asexual o vegetativa. La propagacion del
babaco se realiza por estacas, por brotes tiernos o por injertos. Las estacas se deben
obtener de plantas maduras de al menos dos afios de produccion que no presenten
problemas sanitarios. En el sistema de injertos se emplean patrones de chamburo y
jigacho, los cuales evidencian resistencia a enfermedades y poseen una mayor

longevidad (Montenegro, 2009).

2.1.5 Cultivo y produccion de babaco en el Ecuador

En Ecuador, el babaco es cultivado en las provincias de Imbabura en la regién de
Atuntaqui, en Pichincha en las regiénes de Tumbaco y Perucho, en Azuay en las regiones
de Gualaceo y Santa Isabel, en Loja en las regiones de Vilcabamba y Catamayo, y en
Tungurahua en Patate y Bafios, siendo Tungurahua la provincia con mayor extension de
cultivos para la distribucién, representando el 57% de la produccién nacional de un

estimado entre 150 a 200 ha cultivadas en el pais (Espinoza, 2016).
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La planta de babaco produce de 25 a 45 frutos por afio, representando anualmente

una produccién entre 50 y 80 toneladas para un promedio de 2500 plantas por hectarea
en cultivos al aire libre mientras que en invernadero se genera un rendimiento de 320
toneladas para un total de 8,000 plantas por hectarea. El babaco como producto de
exportacion ha ido ganando una excelente aceptabilidad hacia paises como Holanda,
Alemania, Colombia, Italia y Suecia, figurando el Ecuador como uno de los principales

proveedores (Jacome, 2012).

2.1.6 Plagas y enfermedades del babaco

2.1.6.1 Plagas
Dentro de las plagas que le afectan al babaco se encuentran los nematodos y el

acaro rojo.

Entre las especies de nematodos que afectan al babaco estan Meloidogyne sp.,
M. incognita y M. javanica (Coyago et al., 2010), causando las agallas de las raices del
babaco (Montenegro, 2009). Los nematodos causan retraso en el crecimiento de la planta
ya que impiden el paso de nutrientes. Causan sintomas de flacidez en los tallos, amarillez

y marchitamiento general afectando directamente a la produccién (Montenegro, 2009).

El &caro rojo (Tetranychus urticae) ataca directamente al follaje, principalmente a
hojas jévenes tornandolas amarillas. Cuando el ataque es masivo causa una defoliaciéon
completa. Los acaros forman colonias en el envés de la hoja o una telarafia blanca.

Producen coloracion rojiza en la hoja y cuando ataca a los frutos una coloracion castafia
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gque en casos extremos se torna muy oscura. Se presentan con frecuencia en

invernaderos cuando la humedad relativa desciende del 60%.

2.1.6.2 Enfermedades
En el babaco se han reportado diversas enfermedades causadas por

microorganismos fitopatégenos, sean hongos, bacterias o virus.

2.1.6.2.1 Enfermedades causadas por Hongos

Dentro de las enfermedades fungicas estan las causadas por Oidium sp. que
provoca la Cenilla, en esta enfermedad aparece un polvillo blanquecino y manchas
irregulares en las hojas. Los 6rganos atacados por Oidium se abarquillan y deforman,

cuando el ataque llega a las flores provoca su caida (Montenegro, 2009).

Alternaria sp. causa la Lancha temprana, esta se desarrolla en tejido foliar maduro,
observandose manchas de color café claro amarillento, que posteriormente se vuelven

oscuras, formandose anillos concéntricos en el area afectada (De Cafiar, 2003).

Mycosphaerella sp. causa Antracnosis, enfermedad que presenta sintomas como
manchas marrones irregulares de hasta maximo 3 cm de diametro tanto en el haz como
en el envés de la hoja, las manchas presentan puntos negros correspondientes a los
peritecios del agente causal. Ademas, se observan los bordes foliares amarillos por el

necrosamiento del tejido (Montenegro, 2009).

Fusarium oxysporum causa la enfermedad Fusariosis, la cual provoca la Marchitez

Vascular del Babaco (MVB). A nivel de la corona el tejido se torna de un color cafe, las
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hojas se vuelven cloréticas, se marchitan y se caen al igual que los frutos. Finalmente, la

planta muere (Montenegro, 2009).

Otros hongos fitopatdgenos que atacan al babaco son Collectotrichum sp. que
causa la pudricion del fruto y Phytophthora sp. la Pudricion del cuello de la planta de

babaco (Coyago et al., 2010).

2.1.6.2.2 Enfermedades causadas por bacterias

Dentro de las enfermedades asociadas a bacterias se encuentra el tumor del
cuello causada por Agrobacterium sp. y la pudricién radical por Pectobacterium.
Pectobacterium ataca principalmente en los primeros estadios, provoca una pudricion
suave de color pardo oscuro o negro en la base del tallo, las hojas se tornan flacidas,

amarillentas, y finalmente ocasiona la muerte de la planta (Robles, et al., 2016).

2.1.6.2.3 Enfermedades causadas por virus

Dentro de las enfermedades asociadas a virus, se han reportado plantas con
moteado verde claro en sus hojas, mosaico, manchas cloréticas, arrugamiento y
enanismo. Anteriormente, el agente causal de la enfermedad se determiné mediante
pruebas serologicas como el virus del mosaico de la papaya (Papaya mosaic virus)
(Robles et al., 2016), sin embargo, Quinto et al. (2017), caracterizé recientemente al virus
causante de esta sintomatologia en plantaciones de babaco, describiéndolo como un

nuevo Potexvirus cuyo nombre sugerido es Babaco Mosaic virus.
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Este virus se transmite mecanicamente y por propagacion vegetativa (estacas o

injertos) de las plantas infectadas (Robles et al., 2016).

2.2  \Virus Fitopatégenos

2.2.1 Generalidades

Los virus son agentes infecciosos que se replican dentro de la célula del
hospedero. La particula viral estd compuesta de una o varias moléculas de acidos
nucleicos, sea ADN o ARN pero nunca ambos. El acido nucleico esta rodeado de una
cubierta proteica denominada capside. Son parasitos obligados ya que requieren de la
maquinaria celular para replicarse, y trascienden como patdégenos a todos los seres
vivientes siendo capaces de infectar a eucariotas, bacterias y arqueas (Rivera, 1999; Hull

2009).

La mayoria de virus fitopatdgenos contienen en su genoma ARN de cadena
simple, presentan una distribucién cosmopolita y son causantes de grandes pérdidas a
nivel de produccion siendo el segundo grupo mas numeroso de enfermedades de plantas
Unicamente por debajo de las de naturaleza fungica (Arauz L, 1998). Los principales
sintomas causados por virus en plantas son cambios en el crecimiento, crecimiento en
roseta por alteraciones de los entrenudos, manchas cloréticas en las hojas a manera de
mosaico, amarillamiento completo o manchas anulares, deformacion, e inclusive la

muerte de la planta (Agrios, 2005).
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2.2.2 Mecanismos de transmision
Los principales mecanismos de los virus para infectar nuevas plantas son de

manera mecanica, vertical, o por vectores (Agrios, 2005).

La transmision mecénica es un mecanismo en el cual el virus no es capaz de
penetrar la cuticula de la planta y requiere de algun tipo de herida para infectar, este tipo

de infeccion es llamado también transmision por sabia.

En la transmision vertical o por semilla y polen, la semilla de la planta porta el virus
en el tegumento o embrion, y lo disemina a las siguientes generaciones (Kumar et al.,

2016)

La transmision por vectores se da cuando un organismo (vector) lleva en su interior

el virus de una planta a otra, pero este no se ve afectado por el virus (Arauz, 1998).

Otro mecanismo que se ha observado es la diseminacion por medios acuaticos,
en la que los virus se dispersan a través del agua de drenaje o agua de riego en el caso
de los invernaderos, y son reabsorbidos por plantas sanas junto a las particulas del suelo
(Mehle & Ravnikar, 2012). A los agricultores también se los considera un mecanismo de
transmision cuando a través de herramientas infectadas, pasan el virus de plantas
enfermas a plantas sanas (Kumar et al., 2016). Dentro de la agricultura, la propagacion
vegetativa de plantas infectadas disemina rapidamente los virus, ya que al ser de manera
sistémica en la planta, afecta a los 6rganos empleados en la propagacion, causando
serios problemas de dispersion al momento de cultivar brotes o estacas durante la

siembra de nuevos cultivos (Agrios, 2005).
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2.3 Potexvirus

Potexvirus es un género de la familia Alphaflexiviridae perteneciente al orden
Tymovirales (Verchot-Lubicz J & Baulcombe D.C, 2011). El nombre de potexvirus se debe
a que el género fue descrito por primera vez en Potato virus X (Koenig, 2012).
Actualmente existen descritas 37 especies, todos patdgenos vegetales, causando
sintomas como mosaico, manchas cloréticas, manchas en forma de anillo, arrugamiento,
enanismo y en algunos se presentan asintomaticos. Se transmiten mecanicamente por

savia contaminada mas no por vectores y semillas (ICTV, 2016).

2.2.2.1 Estructura del virién

Los viriones del género Potexvirus presentan forma de varilla filamentosa,
ligeramente flexible con simetria helicoidal. Tienen un tamafio entre 470 a 1000 nm y de
12 a 13 nm de diametro. No presentan envoltura y estan constituidos de una proteina de
cubierta simple (CP) (Figura 2). El genoma de este género es de ARN de cadena simple
y sentido positivo (ssSRNA(+)) ubicandose en el grupo IV de la clasificacion de Baltimore,
tiene un tamafo entre 5.8 y 7.5 Kpb que codifican para cinco Marcos de lectura abiertos
(ORFs): la replicasa viral (RARp) que copia el RNA sin pasar por una molécula intermedia
de ADN, el triplete de proteinas TGB (triple-gene block) involucradas en el movimiento
del virus de una célula a otra, y la cubierta proteica (CP) la cual recubre al virus (Figura

2).
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Figura 2. Virion de Potexvirus, sin envoltura flexible y filamentoso.
Fuente: (SIB, 2008)

2.2.2.2 Replicacion del genoma viral de Potexvirus

La replicaciéon se da en el citoplasma del hospedero cuando el virus ingresa a la
célula. El proceso comienza con la traduccion del ARN gendémico que actia como ARN
mensajero, produciendo en primera instancia a la Replicasa dependiente de ARN (RdRp).
Posteriormente la cadena de ssARN (+) es transformada en una doble cadena de ARN
(dsARN) por los factores virales de la proteina TGB1. La cadena de dsARN es transcrita
por la replicasa viral en varios RNA subgendémicos que posteriormente se ensamblan en
nuevas particulas virales. El triplete de proteinas TgBp permite el movimiento de la

particula viral a otras células (SIB, 2008).
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Figura 3. Expresion gendmica del género Potexvirus.
Fuente: (SIB, 2008)
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2.4 Deteccion y Diagnostico viral

La deteccion y caracterizacion molecular de los virus, al igual que la de otros
microorganismos, ha sido posible con el desarrollo de las técnicas de secuenciacion de
ADN, siendo el primer virus secuenciado y caracterizado el bacteri6fago MS2 en 1976
por Walter Fiers y su equipo de laboratorio (Munevar, 2016). La caracterizacion molecular
ha facilitado el diagnostico de enfermedades causadas por microorganismos, logrando
diferenciarlos entre cepas. Ademas ha permitido realizar estudios de distribucion y
epidemiologia, y conocer caracteristicas como virulencia, resistencia y funciones de
microorganismos por medio de sus genes (VISAVET, 2013). En la actualidad estan
secuenciados 7477 genomas completos virales, de los cuales 1544 son fitopatdgenos

segun la base de datos del NCBI.

Los métodos de identificacidn de virus fitopatégenos datan del siglo pasado siendo
la deteccion por sintomatologia la primera forma de diagndstico, asociando a los virus
con los sintomas caracteristicos. Sin embargo, virus de la misma especie pueden producir
sintomas diferentes en plantas, y virus diferentes pueden producir sintomas similares, por
lo que se requeria de vasta experiencia en campo para poder diagnosticar enfermedades
causadas por virus con base en sintomatologia (Naidu & Hughes, 2001). Entre las
décadas de 1960 y 1970, se desarrollaron técnicas seroldgicas con antisueros
especificos para cada virus. Cuando los anticuerpos reaccionan con el antigeno viral en
medio liquido, se forman precipitados que pueden ser observados a simple vista. Estos
meétodos de deteccion serologica de precipitacion fueron reemplazados por los métodos

de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Clark y Adams en 1977
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demostraron que los ensayos de ELISA en placa son efectivos para la deteccion de virus

vegetales (Gonzalez 2017).

Las técnicas de diagnostico molecular emergieron junto con los avances en
secuenciacion del ADN y pueden ser usadas cuando se conoce al menos parte de la
secuencia del virus. La técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se ha
convertido en la mas adecuada para el diagnostico de enfermedades virales gracias a su

versatilidad, especificidad y velocidad.

La mayoria de virus de plantas tienen un genoma de ARN de cadena simple
positiva, por lo que antes de realizar una PCR es necesario un proceso de
retrotranscripcion (RT) por la enzima transcriptasa inversa que permite obtener ADN
complementario (Thomson & Dietzgen, 1995). Diferentes variantes de la PCR se han
empleado comunmente en la deteccion de virus fitopatogenos, como la PCR anidada
para aumentar la sensibilidad o la PCR cuantitativa (QPCR) que permite conocer la carga
viral (Ruiz et al., 2007). En los ultimos afios, se ha desarrollado la tecnologia de
secuenciacion de segunda generacion, la cual no solo ha permitido la deteccién de virus

fitopatdgenos, si no la de todo el microbioma de la planta (Gonzalez 2017).

La deteccién y diagnéstico temprano de los virus causantes de enfermedades en
los cultivos es primordial para evitar pérdidas de produccion y econOmicas en la
agricultura. Las buenas practicas de control de enfermedades virales incluyen la
identificacion del agente causal, control de vectores y mecanismos de transmision, asi

como el uso de variedades resistentes a enfermedades virales (Bello et al., 2015).
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2.4  Filogeografia

La filogeografia estudia la distribucion geografica de los linajes genealdgicos.
Generalmente usa informacion genética para examinar la historia genealdgica y la utiliza
para inferir relaciones de areas biogeogréficas e historias de especies. Las relaciones
espaciales de tales genealogias pueden mostrarse geograficamente y analizarse para
deducir la historia evolutiva de poblaciones, subespecies y especies (Emerson & Hewitt,

2005).

En virus, la principal premisa es que los procesos epidémicos dejan una impronta
cuantificable en los genomas través del tiempo. En los virus que mutan rdpidamente como
los de ARN, la evolucion de su genoma ocurre a la par con la dispersion geografica, este
proceso filodinamico puede ser modelado con los datos gendmicos utilizando analisis

filogeograficos (Faria et al., 2011).

Cuando se estudia a la filogenia como un modelo retrospectivo, nacen los modelos y
teoria de coalescencia, la cual establece que dos o mas muestras de individuos tomadas
en un tiempo (t) convergen en un ancestro en comuan. Al combinar esta teoria con técnicas
computacionales como las cadenas de simulacion de Markov-Montecarlo (MCMC), junto
con métodos estadisticos de inferencia, especialmente bayesiana, hizo posible utilizar los
complejos modelos matematicos de la teoria de coalescencia para describir procesos

evolutivos (Vaghi, 2015).

Con las cadenas de Markov-Montecarlo, se puede trabajar sobre procesos de migracion

y filogenias desconocidas, utilizando como datos previos varios modelos demograficos,
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asi como calibrar el reloj molecular considerando que la evolucion de los taxones sigue
relojes moleculares estrictos o relajados, y determinar cual de estas combinaciones se
ajusta mejor a las secuencias genéticas de estudio por medio de la comparacion de la

verosimilitud marginal de los modelos propuestos.

2.5 Hipotesis

La sintomatologia de mosaico en hojas de plantas de babaco es causada por un
Potexvirus, cuyo centro de origen es la region geografica donde la variabilidad genética

del virus es mayor.
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CAPITULO 1l

3. METODOLOGIA

3.1 Zona de estudio

3.1.1 Obtencion de muestras

Se recolectaron muestras de hojas de plantas de babaco con sintomatologia de
virosis: manchas cloréticas, arrugamiento, deformacion y mosaico (Figura 4) en zonas de
cultivo de las provincias de Imbabura, Pichincha, Tungurahua, Azuay y Loja cuya

localizacion y coordenadas geograficas se muestran en la tabla 1.

Figura 4. Hojas de babaco con sintomatologia de virosis: mosaico, manchas cloréticas,

deformacion y arrugamiento en hojas.
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Tabla 1
Localizacion y fechas de las muestras recolectadas de hojas de babaco infectadas con
Virus.

Coordenadas GMS

Provincia Muestra Latitud Longitud Fechas de muestreo Hospedero
pimi S 01°10'32" 78°33'33"0 17/09/2017 Babaco
p2m1l S 01°9'33" 78°32'57"0 17/09/2017 Babaco
p3ml S 01°1220" 78°32'00"0 17/09/2017 Babaco
p4m1l S 01°17'41" 78°29'15"0 17/09/2017 Babaco

Tungurahua p5m1l S 01°17'42" 78°29'14"0 17/09/2017 Babaco
M1 S 01°25'05" 78°24'18"0 24/01/2018 Babaco
M2 S 01°24'52" 78°25'45"0 24/01/2018 Babaco
M3 S 01°2414" 78°24'20"0 24/01/2018 Babaco
M4 S 01°2416" 78°23'58"0 24/01/2018 Babaco
M5 S 01°23'58" 78°24'22"0 24/01/2018 Babaco
IA N 0°21'25" 78°14'27"0 12/08/2017 Babaco
imbabura I2A N 0°22'19" 78°14'27"0 12/08/2017 Babaco
Q™M N 0°21'34" 78°13'01"0 12/08/2017 Babaco
AO N 0°20'01" 78°14'19"0 12/08/2017 Babaco
14. S 02°43,1'31"  78°46,3'27"0 20/11/2017 Babaco
15. S 02°43,3'95"  78°46,3'06"0 20/11/2017 Babaco
Azuay CH1 S 02°47'45" 78°46'03"0 15/06/2016 Chamburo
CH2 S 02°47'45" 78°46'03"0 15/06/2016 Chamburo
Chamburo S 02°47'45" 78°46'03"0 15/06/2016 Chamburo
1. S 03°36'52" 79°15'39"0 20/11/2017 Babaco
2. S 03°36,4'12" 79°15'56"0 20/11/2017 Babaco
Loja 3. S 03°35,8'03"  79°17,1'96"0 20/11/2017 Babaco
5. S$03°35,9'49"  79°17,1'19"0 20/11/2017 Babaco
12. S$03°34,8'49"  79°16,2'13"0 20/11/2017 Babaco
13. S$03°34,2'49"  79°16,1'36"0 20/11/2017 Babaco
bichincha Bn S 00°0411" 78°34'20"0 12/08/2017 Babaco
NP S 00°12'56" 78°24'44"0 9/03/2017 Babaco
Sto Domingo BMV S 00°24'52" 78°47'57.6" O 01/03/2016 Babaco
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Las hojas se colectaron en sobres de papel, se recortaron con un saca bocados y
se almacenaron en tubos tapa rosca de 2mL con silica gel indicador naranja (para evitar

humedad) a -80°C.

3.1.2 Trabajo de laboratorio
La investigacion se realiz6 en el laboratorio de investigacion de Microbiologia de la
Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE campus Sangolqui ubicado en la Av. General

Rumifiahui S/N y Sector La Colina (coordenadas: 0°18'53" Sur 78°26'36"Oeste).

3.2 Periodo de Tiempo de la Investigacion

La investigacion inicié el 25 de septiembre del 2017 y finalizé el 29 de junio del

2018.

3.3 Procedimientos

3.3.1 Deteccién de Potexvirus mediante RT-PCR

El Potexvirus previamente reportado en plantas de babaco se detectdé mediante
RT-PCR utilizando los primers descritos por Ochoa et al. (2014) disefiados a partir de
secuencias de la Polimerasa dependiente de ARN de Potexvirus. Para ello, se extrajo
ARN total de muestras de hoja con sintomas de virosis, posteriormente se realizé la
sintesis de ADN complementario a partir del ARN total, continuando con una reaccion de

PCR con los primers de Potexvirus, y se visualizaron los resultados en un gel de agarosa.
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3.3.1.1 Extraccion de ARN total
En la extraccion de ARN total de hojas de babaco se realizé a partir de 50 mg de
material vegetal con sintomas de virosis utilizando el Kit de extraccion comercial “SV Total
RNA Isolation System” de Promega acorde a las instrucciones del fabricante (ver ANEXO
1). Para la lisis celular se utilizé un micropistilo estéril y el buffer PRX del Kit de extraccion.
Se aplic6é RNaseZap (Ambion The RNA Company, USA), inhibidor de RNasas en el area

de trabajo.

El ARN total se almacend a -80°C para su conservacion a largo plazo.

3.3.1.2 Sintesis de ADN complementario: Transcripcién inversa

La sintesis de ADN complementario (ADNc) se realiz6 con la enzima M-MLV
Reverse Transcriptase de Invitrogen. Se utiliz6 hasta 5 pug del ARN total extraido
previamente para un volumen final de reaccién de 20 pL acorde a las especificaciones

del fabricante (ver ANEXO 1).

En un tubo de 0.2 mL se prepar6 el mix A afiadiendo 0.5 yL de Random primers
(500 pg/mL), 1 pL de dNTPs (10mM) y 5,5 uL de agua esteril por reaccion. Se afiadié 5
puL de ARN completando un volumen de 12 L por reaccion. La mezcla se calent6é a 65°C
durante 5 min en un termobloque con agitacién (ESCO, PROVOCELL) y se enfrié en hielo
por 3 min. Inmediatamente se agreg6 el mix B el cual se preparé con 4 pL de First 21
Strand Buffer (5x), 2 pL de DTT (0,1 M) y 1 pL de inhibidor de ribonucleasas RNase
OUT (40 U/ pL) por reacciéon. Se mezclé el contenido por pipeteo y se incub6 a 37°C por

2 min. Posteriormente se afiadio 1 L de la enzima M-MLV RT (200 unidades) y se incubé
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durante 10 min a 25°C, seguido de una incubacién a 37°C por 55 minutos. La reaccion

se inactivé por calentamiento a 70°C durante 15 min.

La concentracion y pureza del ADNc obtenido se cuantifico por espectrofotometria
empleando el equipo Nanodrop 8000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Las muestras de

ADNCc se almacenaron a -20°C.

3.3.1.3 Amplificacion mediante Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa para la deteccién de Potexvirus se basé
en el protocolo descrito por Olmedo-Velarde & Ochoa-Corona (2016), el cual utiliza
primers genéricos, que amplifican para una region de la ARN Polimerasa dependiente de
ARN de Potexvirus (Replicasa viral). La secuencia y condiciones de los primers se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Detalle de los primers utilizados en la deteccién de Potexvirus en hojas de babaco.

Nombre Secuencia5 > 3’ Longitud Temperatura de Tamafio
(nt) melting (Tm, °C) esperado
Potex-F1 GAYGGIGCIATGCTICAITT 20 60°C 169
Potex-R1 TCIGTRTTIGCRTCRAA IGT 20 54°C

Las reacciones de PCR se ensamblaron acorde a los componentes y cantidades
indicados en la Tabla 3. Con los parametros de amplificacion descritos por Olmedo

Velarde & Ochoa Corona (2016), Tabla 4.
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Tabla 3
Componentes y cantidades empleadas en la reaccion de PCR de deteccion de
potexvirus.

Componente Concentracién Cantidad 1Rx (ul)

H,0 ultra pura - 8.5

GoTag® Green Master Mix 2X 125

Primer Forward 10 uM 15

Primer Reverse 10 uM 1.5

cDNA 400-600 ng/ pL 1

Volumen Total 25
Tabla 4
Parametros de amplificacion de los primers para deteccion de Potexvirus.

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
Di D A S Sf Espera
Temperatura 97°C 95°C 47°C 72°C 72°C 18°C
Tiempo 2 min 20s 30s 30s 3 min inf

3.3.1.4 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 2% (m/v) con buffer
SB 1x (ANEXO 2), utilizando como visualizador SYBER GOLD (Invitrogen, USA) o
bromuro de etidio. Se cargé 3 pL de cada muestra. Como marcador de peso molecular
se utiliz6 3 pL de Low Mass Ladder (Invitrogen, USA) o 3 pL del marcador molecular 1
kb de PROMEGA mezclados con 1 pL de buffer de carga Blue Juice. Las muestras se
corrieron a un voltaje de 200V durante 25 min. Los geles se observaron en un

transiluminador (W/TFM-20, UVP).
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3.3.2 Caracterizacion molecular del Potexvirus causante de sintomas de mosaico y

manchas cloroticas en plantas de babaco (Babaco Mosaic Virus, BabMV).

La caracterizacion molecular del virus del mosaico del babaco (BabMV) se realiz6
mediante secuenciacion Sanger por medio de la empresa ©Macrogen Inc. Para lo cual
se disefiaron primers para el genoma viral. Se amplificé por PCR los segmentos del
genoma, se secuenciaron los productos de PCR y se ensamblé parte del genoma del

virus.

3.3.2.1 Disefio de primers

Para el disefio de primers alrededor del genoma desconocido de BabMV, se
realizd6 un alineamiento multiple en el programa bioinformatico MEGA 7.0 de las
secuencias de 35 especies del género Potexvirus reportadas en el GenBank (N° de
accesion en Anexo 3), en busca de regiones altamente conservadas para el género.
Debido a la alta variabilidad a nivel de nucleétidos de los virus de ARN, no fue posible
encontrar una region conservada en las 35 especies, por lo que se procedio a realizar un
analisis filogenético a nivel de género en el programa MEGA 7.0. El modelo utilizado para
el andlisis filogenético fue GTR + G + | y se construy6 un arbol de maxima verosimilitud.
A partir del arbol filogenético, se escogieron como secuencias de referencia para el
disefio de primers al clado de los virus mas cercanos filogenéticamente con la secuencia

del virus del mosaico del babaco (Figura 5).
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48 MC 030746.1 Senna mosaic virus isolate Brazilian complele genome
gims yo—
1% NC D01748.1 Papaya mosaic virus complete genome

27 L NC 007731.1 Alternanthera mosaic virus complele genome

NC 001483.1 Foxtail mosaic virus complete genome
4 —1
100

NC 0016421 Bamboo mosaic virus complete genome

NC 001753.1 Clover yellow mosaic virus complete genome

19 69 NC 012211.2 Alliurn virus X complete genome

86 NC 016003.1 Tamus red mosaic virus isolate IT complete genome
NC 011620.1 Potato virus X complete genome

NC 006060.1 Opuntia virus X complete genome

a7 57 NC 008059.1 Zygocactus virus X complete genome
100 NC 002815.2 Cactus virus X complete genome
?'E MNC 011659.1 Schiumbergera virus X complete genome
75 NC 024458.1 Pitaya virus X isolate P37 complete genome

NC 011544 1 Hosta virus X complete genome:

NC 001658.1 Cassava common mosaic virus complete genome

o6 NC 006943.1 Hydrangea ringspot virus complete genome
&8 NC 004322.1 Tulip virus X complete genome
4‘:‘:{#0 003849.1 Plantago asiatica mosaic virus complete genome
100 | NC 010295.1 Phaius virus X complete genome(2)
72 | NC 010295.1 Phaius virus X complete genome
a7

NC 007192.1 Lily virus X complete genome

44

k] NC 006948.1 Mint virus X complete genome

NC 003794.1 Strawberry mild yellow edge virus complete genome

48 NC 007679.1 Nerine virus X complete genome:

NC 025252.1 Yam virus X isolate T551 complete genome

NC 003820.1 White clover mosaic virus complete genome

a9 NC 004067 .1 Pepino mosaic virus complete genome
o 28 | NC 001812.1 Cymbidium mosaic virus complete genome
NC 003632.1 Potato aucuba mosaic virus complete genome

T —53: NC 007408.1 Alstroemeria virus x complete genome
NC 010832.1 Lettuce virus X complete genome

93 NC 008251.1 Malva mosaic virus complete genome
E MC 001441.1 Narcissus mosaic virus complete genome
60 NC 028649.1 Actinidia virus X strain RV-3124 RNA-dependent RNA polymerase

Figura 5. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud para el género Potexvirus.

El nUmero de genomas de referencia para el disefio de primers se redujo a ocho
secuencias (Figura 5 encerradas en rojo) correspondientes a: Senna mosaic virus,
Alternanthera mosaic virus, Papaya mosaic virus, Foxtail mosaic virus, Bamboo mosaic
virus, Clover yellow mosaic virus, Allium mosaic virus y Tamus red mosaic virus. Con las
secuencias de estos ocho genomas virales se realizd un alineamiento multiple junto con
el fragmento previamente secuenciado del virus del mosaico del babaco. Se buscé

regiones altamente conservadas en el alineamiento multiple aguas arriba y aguas debajo
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de la secuencia del virus del mosaico del babaco previamente obtenida. Los primers se
disefiaron con varias degeneraciones en los sitios de variacion del alineamiento multiple.
La distancia delimitada por cada par de primer no fue mayor a 1000 pB para evitar errores
en la reaccion en cadena de la polimerasa. Los primers forward fueron un fragmento de
18 a 25 nt de la regiones conservadas en el alineamiento multiple en direccién 5" >3,
mientras que los primers reverse fueron el complemento reverso de un fragmento de 18

a 25 nt de la regiones conservadas en el alineamiento multiple en direccion 5" >3".

El andlisis de los primers se realizé en el programa Online OligoAnalizer 3.1 de la

empresa IDT.

Las consideraciones tomadas en cuenta en el disefio de primers fueron:

e Tamafio del dligo: 18-25 nt
e Temperatura de melting: 40-60°C
e Porcentaje de Guaninas y citosinas: 40-60%

¢ Que no formen dimeros ni heterodimeros, ni hairpins en la secuencia

3.3.3.2 Amplificacion del genoma mediante Reaccién en cadena de la Polimerasa
(PCR)

Se disefaron seis pares de primers para la amplificacion del genoma (AMV1, AMV2,
AMV3, AMV4, AMV5, AMV6). Las reacciones de PCR se ensamblaron acorde a los
componentes y cantidades indicados previamente en la Tabla 3. Los parametros de
amplificacion de los primers fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 97°C por 2 min,

35 ciclos de tres etapas: desnaturalizacion a 95°C por 20 s, Annealing a temperaturas de
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51°C para AMV1, 51°C para AMVZ2, 53°C para AMV3, 52°C para AMV4, 43°C para AMV5
y 44°C para AMV6 por 30 s, y sintesis a 72°C 45 s. Seguido de un ciclo de sintesis final
a 72° por 5 min. Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 2%

como se describe en el apartado 3.3.1.4.

3.3.2.2 Secuenciacion y ensamblaje del genoma viral

Los productos de PCR amplificados se secuenciaron por el método Sanger
mediante la empresa ©Macrogen Inc. Las secuencias obtenidas se analizaron,
ensamblaron y anotaron en el programa bioinformatico GENEIOUS 10.1, empleando

como referencia al genoma del Potexvirus Alternanthera mosaic virus.

3.3.2.3 Prediccion de la estructura terciaria de la proteina de cubierta de BabMV
Con la secuencia del gen que codifica para la proteina de cubierta del virus, se

realizé la traduccion en el programa Mega 7 para obtener la secuencia de aminoacidos.

Con la secuencia de aminoacidos se model6 la estructura terciaria (tridimensional) de la

proteina en el programa phyre2.

3.3.3 Disefio de una prueba de diagndstico Babaco Mosaic Virus, BabMV.

El ensayo de diagnéstico consisti6 en la extraccion de ARN total de plantas
infectadas como se describe en el apartado 3.3.1.1, seguido de la retro transcripcion
(apartado 3.3.1.2) y reaccién en cadena de la polimerasa con primers disefiados en una
region conservada de la secuencia de la proteina CP. Las condiciones de PCR se detallan

en las tablas 5 y 6 respectivamente.
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Tabla 5
Componentes y cantidades empleadas en el diagnostico de BabMV por PCR.
Componente Concentracion Cantidad 1Rx (ul)
H>0 ultra pura - 55
GoTag® Green Master Mix 2X 125
Primer Forward 10 uM 1
Primer Reverse 10 uM 1
cDNA 40 ng/uL 5
Volumen Total 25
Tabla 6

Condiciones de PCR para el diagndéstico de BabMV.

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo

Desnaturalizacion Desnaturalizaciéon Annealing Sintesis Sintesis Espera

inicial final
Temperatura 97°C 95°C 43°C 72°C 72°C 18°C
Tiempo 2 min 20s 30s 30s 4 min inf

3.3.3.1 Ensayo de especificidad de la prueba de diagndstico
La especificidad del diagnostico de BabMV se verificd realizando el ensayo para
16 aislados virales y dos Potexvirus de diferente especie: Papaya mosaic virus y

Alternanthera mosaic virus como grupos control.

Los grupos control de Papaya mosaic virus y Alternanthera mosaic virus se
verificaron previamente por PCR amplificando con los primers genéricos para Potexvirus

descritos por Olmedo & Ochoa (2016), que se muestran en la Tabla 2.
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3.3.3.2 Ensayo de sensibilidad de la prueba de diagnostico
Para detectar la sensibilidad de la prueba, se cuantificé la concentracion del
producto de PCR amplificado por los primers de diagnostico y se realizaron diluciones del
amplicdn hasta una concentracion de 4 ng/ pL. Se realizé6 una PCR empleando como
muestra de ADN a cada una de las diluciones, determinando la carga minima de ADNc
viral que detecta la prueba de diagnéstico la cual corresponde a la concentracion de la

menor dilucién detectada por la PCR.

3.3.4 Filogeografia de Babaco Mosaic virus (BabMV)

El andlisis filogeografico de BabMV se realiz6 basandose en las secuencias de la
proteina de cubierta (Coat Protein, CP) de 27 muestras virales correspondientes a las

provincias de Imbabura, Pichincha, Santo Domingo, Tungurahua, Azuay y Loja.

Se disefiaron primers para la amplificacién del gen que codifica para la proteina
CP por PCR y se secuencio por el método Sanger en ambas direcciones a través de la
empresa ©Macrogen Inc. Los resultados de la secuenciaciébn se ensamblaron en el
programa GENEIOUS 10.2.3. El detalle de los primers y condiciones de PCR se muestran

en las Tablas 7 y 8.

Tabla 7
Detalle de los primers para la amplificacion del gen de la proteina cp de BabMV
Nombre Secuencia5 > 3’ Longitud (nt) Temperatura de Tamafio
melting (Tm, °C) esperado
CPBMVF  GCTGTTTTCTTAGTTATCTAG 21 46°C 654pb

cpBMVR GAGGCAAACCTACTCIGG 18 55°C
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Tabla 8
Condiciones de PCR para la amplificacion del gen de la proteina cp de BabMV

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo

Desnaturalizacion Desnaturalizacién Annealing Sintesis Sintesis Espera

inicial final
Temperatura 97°C 95°C 42°C 72°C 72°C 18°C
Tiempo 2 min 20s 30s 50 s 5 min inf

Se alinearon las 27 secuencias con el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) y se
calculd el modelo de evolucibn molecular en el programa Mega 7.0. El andlisis
filogeografico fue llevado a cabo con el programa BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis

Sampling Trees) v1.8.4.

Se realizaron analisis continuos con las combinaciones de relojes moleculares y
modelos demograficos detallados en la Tabla 9. El numero de corridas fue de diez
millones de generaciones de las cadenas de Markov hasta establecer convergencia. La
convergencia se evalud en el programa Tracer v1.6 (Rambaut et al., 2013) considerando
convergentes a aquellas cadenas de Marcov que presentasen para todos los pardmetros
calculados un tamafio efectivo de muestreo (effective simple size, ESS) mayor o igual a

200.
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Tabla 9
Detalle de las combinaciones de relojes moleculares, modelos demogréficos utilizados
para el analisis filogeografico.

Reloj Molecular Modelo Demografico

Tamafo constante

Estricto
Crecimiento exponencial

Tamafio Constante

Relajado Lognormal
Crecimiento exponencial

Una vez realizadas todas las corridas con las combinaciones de modelos de
coalescencia, se compar6 cada uno de ellos estimando las verosimilitudes marginales
por los métodos “Path sampling” y “Stepping-Stone sampling” y determinando el factor
de Bayes para estimar el modelo de coalescencia que mas se ajuste al set de datos

utilizado.

Con el programa Tree Annotator se generd un Arbol de Maxima Credibilidad
(MCCT, Maximum Clade Credibility Tree) utilizando los arboles obtenidos en la corrida
del analisis bayesiano. Se descarté el 10% de los arboles como “Burn in” para utilizar los
datos de las cadenas de Markov en estado estacionario. Los datos generados se
utilizaron para obtener las imagenes geo-localizadas del movimiento del virus en territorio

ecuatoriano con el programa SPREAD3 (Bielejec et al., 2011).
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS

4.1 Detecciéon de Potexvirus mediante RT-PCR

El Potexvirus causante de mosaico en plantas de babaco fue detectado
inicialmente en dos muestras (NP y PP) de hoja sintométicas de la provincia de Pichincha
mediante RT-PCR vy visualizacion por electroforesis en gel (Figura 6) con los primers

descritos por Ochoa et al. (2014).

M PP NP C()

1000pb
750pb
500pb

250pb
169pb

Figura 6. Deteccidn de potexvirus mediante PCR con primers genéricos. Pocillo 1:
marcador 1kb. Pocillo 2 y 3: productos de PCR de muestras de hoja de babaco

amplificadas con primers para la deteccién de Potexvirus. Pocillo 4. Control negativo.

Los productos de PCR se secuenciaron por el método Sanger a través de la
empresa ©Macrogen Inc. La secuencia consenso resultante se sometié a un analisis
Blast para buscar homologos en la base de datos del Gen Bank del NCBI. El porcentaje
de identidad mas cercano a nivel de nucleotidos fue del 71% con Alternanthera mosaic

virus.



4.2 Caracterizacién del Genoma viral de BabMV

La caracterizacion molecular del virus del mosaico del babaco (BabMV) se realizé
mediante secuenciacion Sanger. A partir de la secuencia viral previamente obtenida
como referencia, se diseflaron primers aguas arriba y aguas abajo en el genoma de
referencia. Se amplificaron por PCR los segmentos del genoma delimitados por los
primers disefiados, se secuenciaron los productos de PCR. Con esa informacion se

ensamblé parte del genoma del virus. Los primers disefiados se muestran en la tabla 10.

Tabla 1
Dz?aﬁe (czi)e los primers disefiados para la caracterizacidén y secuenciacion del genoma
viral
Nombre Secuencia longitud Tm  Tamafio esperado del producto
AMV1 F CCCACTTTCGATGCAAACAC 20 55°C 500 - 600 pb
R CCIGIICCIGCIACIGCATG 20 62°C
AMV2 F CACCARCAGGCIARRGAYGA 20 55°C 500 - 600 pb
R CTCAAACTGCAGCATCGCCCC 21 62°C
AMV3 F TAGTGAGCCGCTTGTTGTCC 20 57°C 700 — 800 pb
R CGTCVCKGTASSWRCCTCCG 20 61°C
AMV4 F  AACADRCTIGGRGTBTACTC 20 56°C 500 — 600 pb
R CAATTCGCCTTGGGGTTTGAG 21 57°C
AMV5 F GCTATAGGTATAGGATTAGC 20 46°C 500-600 pb
R CCRTCRAAGAAATCRAAVGC 20 52°C
AMV6 F AAYGARCTBAGRMTIGAYTGG 21 48°C 500 — 600 pb
R AAATAGGGTGTACTTTCCAG 20 50°C
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4.2.1 Amplificacién del genoma viral

A partir de dos muestras de ADN complementario de los RNA total extraido de las plantas
de babaco infectadas (NP y PP), se amplificaron mediante PCR los fragmentos del
genoma viral delimitados por los primes previamente disefiados, y se visualizo el tamafio

de los fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% corrido durante 30

min a 200V (Figura 7).
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos del genoma de BabMV: a)

Primers AMV1y AMV2 b) Primers AMV3 c) primers AMV4 y AMV5 d) Primers AMV6.
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4.2.2 Secuenciacion y ensamblaje del genoma viral
Los productos de PCR se enviaron a la empresa ©Macrogen Inc donde se realizo
la secuenciacién Sanger en ambos sentidos. Los contigs resultantes se ensamblaron en
el programa bioinformético Geneious utilizando el genoma de Alternanthera mosaic virus
como referencia, ya que es especie descrita mas cercana a nivel de nucleotidos al virus

del mosaico del babaco. El ensamblaje se muestra en la Figura 8.

1 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000 4,500 5,000 5,500 @,000 6,607
e I 4 L I L I e I L L L I I

1. AY863024

I 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000 4500 5.000 5,500 8.000 8.807
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2. Plantal_AMVG L]
3. Planta 1_AMV4 T
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————T

8. Plantal_AMVS
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Figura 8. Ensamblaje del genoma de BabMV mapeado al genoma de Alternanthera

mosaic virus como referencia.

Se logr6 secuenciar un tamafio de 3920 pb que corresponde aproximadamente al
60% del genoma completo de BabMV. La secuencia de nucleotidos obtenida mediante

secuenciacion Sanger se adjunta en el ANEXO 4.

La comparacion de pares de bases mediante el algoritmo Blast, entre la secuencia
viral obtenida del virus del babaco con secuencias descritas en la base de datos del NCBI,

indica que las especies mas cercanas genéticamente son: Alternanthera mosaic virus,
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Papaya mosaic virus y Senna mosaic virus, con un porcentaje de identidad promedio del
73% para la secuencia de la CP a nivel de nucleotidos, y un porcentaje de identidad

promedio del 74% a nivel de aminoacidos.

La comparaciéon de bases mediante blast de la secuencia obtenida, con la
secuencia viral descrita por Quinto et al. (2017), dio un porcentaje de identidad a nivel de

nucleétidos del 93% y del 97% a nivel de aminoé&cidos.

Basandonos en homologia con otros Potexvirus como Alternanthera mosaic virus,
el genoma de Babaco mosaic virus esta organizado en cinco ORFs y dos regiones no
traducidas a los extremos 5 prima y 3 prima (Untranslated regions, UTRs). El ORF 1
codifica para la RNA polimerasa dependiente de RNA, el ORF 2, ORF 3 y ORF 4 codifican
para el triplete de genes (TGB) que codifican para tres proteinas responsables del
movimiento e infectividad del virus, y el ORF5 que codifica para la proteina de cubierta o

CP. El esquema del genoma de BabMV se ilustra en la Figura 9
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Figura 9. Representacion del genoma de BabMV.  Fuente: (Quinto et al., 2017)
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4.3.3 Prediccién de la estructura terciaria de la proteina CP de BabMV
El modelamiento de la estructura terciaria de la proteina de cubierta (CP) se generé en
el programa Phyre 2 a partir de la secuencia de aminoacidos obtenida realizando la
traduccion de la secuencia nucleétidos en el programa mega 7. La proteina CP tiene un
plegamiento con estructuras en forma de hélices alfa (49%), un desorden del 30% y
ninguna lamina beta, lo que le confiere una disposicion espacial alargada, flexible y

filamentosa (Figura 10).

D

o

Figura 10. Estructura terciaria de la proteina de cubierta (CP) de BabMV
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4.3 Disefio de prueba de diagnéstico para BabMV

La prueba de diagnostico para BabMV se basé en una RT-PCR, para la cual, se
disefiaron primers especificos para una region de la proteina de la capside del virus. Los
primers de diagndéstico se disefiaron en base al alineamiento multiple de las secuencias
que codifican para el gen de la proteina CP de 20 aislados virales de BabMV obtenidas
previamente por secuenciacion Sanger. Los primers de diagndéstico se muestran en la

Tabla 11

Tabla 11

Detalle de los primers disefiados para diagndéstico de BabMV.

Nombre Secuencia5 > 3’ Longitud Temperatura de Tamafo

(nt) melting (Tm, °C) esperado
BMVdF TCAGAGTCATCHAACAYTGGAA 22 51°C 263pb
BMVdR TGADGATTCACCAGARATC 19 47°C

4.3.1 Especificidad de la prueba de diagnostico

El ensayo de especificidad de la prueba de diagnostico se lo realizd6 con 15
muestras de hojas de babaco de diferentes provincias del Ecuador (Pichincha,
Tungurahua, Imbabura, Azuay y Loja) con sintomatologia de virosis y un control positivo
comercial de Althernanthera mosaic virus y Papaya mosaic virus, especies mas

relacionadas filogenéticamente con BabMV.
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La prueba de diagnostico resultd positiva para todas las muestras de hojas de
babaco con sintomatologia de virosis independientemente de la region geogréfica. El
control de especificidad de la prueba de diagndstico correspondiente a AltMV y PapMV
resulté negativo con los primes disefiados para la deteccion de BabMV (Figura 11)
mientras que con los primers genéricos descritos por Ochoa el al. (2014) para la deteccion
de Potexvirus el resultado fue positivo (Figura 12), con lo que se corrobora que el ensayo
de diagndstico es especifico para esta nueva especie.

Pichincha Tungurahua

Ladder M1 M2 M3

Figura 11. Electroforesis del ensayo de diagndstico viral con muestras de babaco

infectado con primers para diagnéstico de BabMV

Pocillo 1 y 19: marcador de peso molecular. Pocillo 2-16: muestras de hoja de babaco
con sintomatologia de virosis. Pocillo 17: control de especificidad de la prueba de

diagndstico (AltMV/PapMV). Paocillo 18: control negativo.
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Figura 12. Deteccion de Potexvirus en el control positivo de Alternanthera mosaic virus

y Papaya mosaic virus con primers genéricos.

Pocillo 1: Marcador de peso molecular. Pocillo 2: producto de PCR de la muestra control

AltMV/PapMV con primers genéricos para Potexvirus. Pocillo 3: control negativo.

4.3.2 Ensayo de sensibilidad

Para el ensayo de sensibilidad de la prueba de diagndstico, se cuantifico la
concentracion de los productos de PCR amplificados por los primers de diagnostico y se
realizaron diluciones a concentraciones conocidas de los amplicones. Posteriormente se
realiz6 una PCR empleando como muestra de ADN a cada una de las diluciones, y se
determiné la cantidad minima de ADNCc viral que detecta la prueba de diagnéstico la cual
corresponde a la concentracion de la menor dilucién detectada por la PCR que fue de 8

ng/uL, distinguiéndose una banda muy tenue en el gel (Figura 13).
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Figura 13. Sensibilidad de la prueba de diagnéstico para BabMV. Pocillo 1y 12:
marcador de peso molecular. Pocillo 2-10: productos de PCR de las diluciones de ADN

viral. Pocillo 11: control negativo.

4.4  Filogeografia de BabMV

El andlisis filogeogréafico de BabMV se realizé basandose en las secuencias de la
proteina de la capside (Coat Protein, CP) de 24 muestras virales extraidas de hojas de
babaco y tres de hojas de Chamburo correspondientes a las provincias de Imbabura,

Pichincha, Santo Domingo, Tungurahua, Azuay y Loja.

El modelo de evolucién molecular que mejor se ajusto a los datos del alineamiento
del gen CP de BabMV fue el K2 + G + | que es una simplificacion del modelo HKY con
una distribucibn gamma vy sitios invariables. En el andlisis filogeografico se utilizaron

modelos de espacio continuo para intentar inferir localidades de movimiento del virus que
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pueden haber existido, pero para los cuales no se tiene aislamientos.

En todas las combinaciones de relojes moleculares y modelos demogréficos se
obtuvieron valores de ESS mayores a 200 por lo que se considerd que las cadenas de

Markov llegaron a convergencia.

El mejor modelo de coalescencia se determiné mediante el factor de Bayes cuyo
objetivo es cuantificar el soporte de un modelo sobre otro, La fuerza de la evidencia del
ajuste de los datos a un determinado modelo de coalescencia sobre otro segin Kass &

Raftery (1995) se indica en la Tabla 12:

Tabla 12
Fuerza de la evidencia de ajuste de los datos acorde al factor de bayes
2(Ln Ko — LnK) Fuerza de la evidencia
0-2 No significativa
2-6 Positiva
6-10 Fuerte
>10 Muy fuerte

Donde K es la verosimilitud marginal del modelo de coalescencia y Ko es la mayor

verosimilitud marginal entre todos los modelos de coalescencia.

El mayor valor de verosimilitud marginal fue para el modelo de coalescencia con un reloj
molecular estricto y un modelo demografico de crecimiento exponencial. El valor del
logaritmo natural de las verosimilitudes marginales y la fuerza de soporte de ajuste de los

datos a este modelo de coalescencia sobre los otros se muestran en la tabla 13.
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Tabla 13

Verosimilitudes marginales y soporte de ajuste del set de datos a un modelo de
coalescencia con un reloj molecular estricto y modelo demogréfico de crecimiento
exponencial

Path sampling Stepping-Stone sampling
Modelo de Ln(k) 2(LnKo Significancia Ln(k) 2(LnK- Significancia
coalescencia -LnK) LnKo)
Reloj estricto  -2504.742 40 Muy significativo ~ 2504.635 39 Muy significativo
Tamafio
constante
Reloj Estricto  -2484.813 0 - -2485.101 0 -
crecimiento
exponencial
Reloj relajado  -2508.775 48 Muy significativo  -2509.262 48 Muy significativo
Tamafio
constante
Reloj relajado  -2504.047 38 Muy significativo ~ 2504.272 38 Muy significativo
tamafio
exponencial

El modelo de coalescencia que mas se ajusta al set de datos genéticos es la
combinacién de un reloj molecular estricto y un modelo demogréfico de expansion de
crecimiento exponencial, por lo que probablemente el ritmo de evolucion del virus haya

sido constante a lo largo del tiempo con un ritmo de crecimiento poblacional exponencial.

El arbol de méaxima credibilidad (MCCT, Figura 14) obtenido con el programa Tree
Anotator, agrupa a los aislados virales en 3 posibles genotipos: En el genotipo 1 se
agruparon aislados virales de babaco de la provincia de Loja, Azuay, Imbabura,
Tungurahua, Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas. El genotipo 2 corresponde a
dos aislados virales de babaco de la provincia de Tungurahua, y el genotipo 3

corresponde a los aislados virales del hospedero chamburo del Azuay.
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MUESTRA PROVINCIA HOSPEDERO
3_cpBMY Loja Babaco
14_cpBMY Azuay Babaco
13_cpBMy Loja Babaco
15_cpBhy Azuay Babaco
i _cpBMyY Loja Babaco
2_cpBMY Loja Babaco
} 2_cpBMy Loja Babaco
= QM_cpBMY Imbabura Babaco
|12_cpE|ru1v Imabaura Babaco
=rEl-9%0_cpamy Imbabura Babaco
1&_cpBiy Imbabura Babaco i
L— pom2_cpBMY Imbabura Babaco Genotipo 1
M2 _cpBiy Tungurahua  Babaco
:gnE@_CPBMV Tungurahua  Babaco
T .M1_cpEIM\." Tungurahua Babaco
M| pa1_cpBMy  Tungurahua  Babaco
4 gf'é'pamv Tungurahua  Babaco
[T psw_ceemy  LOJa Babaco
[ plm_cpBMY Tungurahua  Babaco
? BM_cpBIy Pichincha Babaco
el cpBMY Sto. Domingo Babaco
L NP_cpBMV Pichincha Babaco
el M3_cpBMY Tungurahua  Babaco }
_'{ :-ns_cpElmv Tungurahua  Babaco Genotipo 2
B2 CH1_cpBMY Azuay Chamburo
f CH2epBMY Azuay Chamburo |Genatipo 3
I ! / I I _EE ]Chamburc_cpEIMV Azuay Chamburo
,—/ J [ AR Alternanther_a m_osaicvirus Outgroup
! ! Paphty' Papaya mosaic virus

].' ] 200
[ '
1790 1800 1810 1820 1830 1890 1900 1510 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Figura 14. Arbol de méaxima credibilidad. Realizado con los arboles resultantes del analisis bayesiano de coalescencia

continuo. asumiendo un modelo demogréfico de crecimiento exponencial y un reloj molecular estricto.
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Los numeros en los nodos representan el valor de soporte del clado
(Probabilidades posteriores). Las barras representan el intervalo de confianza de afios

en los que probablemente se separaron los diferentes aislados de su ancestro en comun.

El posible afio de origen del virus causante de mosaico en plantas de babaco
(Babaco Mosaic Virus, BabMV) de acuerdo al analisis bayesiano de coalescencia
continuo realizado, se encuentra en el intervalo de 1790 a 1960 con un nivel de confianza

del 95%.

Los parametros evolutivos del virus se calcularon dentro del analisis de
coalescencia continuo. Se observd que BabMV evoluciona con una tasa de 4.81x1073
sustituciones/sitio/afio (intervalo 2.5x10-2 a 9.4x10 %) con una edad del ancestro en comun

mas reciente de 113 afos (intervalo de 228 a 58 afios) con nivel de confianza del 95%.

En el programa mega 7, se determiné la distancia genética entre los distintos
aislados virales (Figura 15), siendo la provincia de Tungurahua la region geogréfica con
mayor variabilidad genética, agrupando a dos posibles genotipos virales de un mismo
hospedero. La diversidad genética promedio del gen de la proteina CP fue del 5.4%. Con
ayuda del programa SpreaD3 se obtuvo una posible ruta de dispersion de BabMV

alrededor del Ecuador, asi como una estimacion del centro de origen mas probable.
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1 2 3 4 5 6 7 8 g w 1 12 13 14 15 ® 17 18 1 =W 2 2 23 24 25 %
1. 1cpBMY Fon

2. 2 oBMY 0.010

3. 3 EBMY 0.000 0.010

4, 9 cpBMY 0.045 0048 0,04

5. 12 cpBMY 0.011 0002 0.011 0,051

6. 13 cpBMV 0.000 0010 0,000 004 0.011

7. 14 cpBMV 0.000 0010 0.000 0048 0.011 0.000

8. 15 cpBMV 0.000 0010 0.000 0048 0.011 0000 0,000

9. AD cpBMY 0.044 0041 0.044 0046 0.043 0044 004 0.04

10, cpBMY 0.049 004 004 003 00498 0045 009 0.04 004

11, BN cpBMY 0.048 0048 0.048 0044 0.050 0048 0048 0.048 0.053 0.037

12, 12 cpBMY 0.043 0039 0.043 0044 0.041 0.043 0.043 0043 0021 0.042 0.051

13, IA cpBMY 0.038 0034 003 0039 0.03% 003 0038 003 0019 0038 0043 0.018

14, NP cpBMV 0.050 0053 0.05 005 0.055 0.050 005 0.050 0054 0.063 0068 0.060 0.051

15, pim1 cpBMY 0.05 0053 0.05 0031 0.05 0.05 005 0.05 0044 0.044 0037 0039 0032 0054

16, p2m2 coBMV 0.051 0.048 0.051 0.060 0.050 0.051 0.051 0.051 0.049 0.05 0.060 0.051 0.046 0.070_0.061

E‘.Chamburoq:BMV 0.087 0.082 0.087 0.083 0.084 0,087 0,087 0.087 0.078 0079 0083 0080 0071 0070 0079 0,080 |

18. PAML cpBMV 0.045 0.045 0.04 0.000 0.051 0.043 0.04 0.04 0.04% 0033 0048 0.048 0.03 005 0.031 0.060 0.083

19, PSM1 CPEMV 0.046 0046 0.046 0005 0.048 0.046 0.04 0.04 0044 0037 0043 0.042 0038 0053 0.03 0058 0081 0.005

20, QM cpBMV 0.044 0041 0.044 004 0.043 0.044 0044 0.04 0022 0.044 0053 0.008 0.019 0061 0.044 0049 0.081 0.046 0,044

21, M1 cBMY 0.055 0051 0.05 0039 0053 0.055 0055 0.05 0049 0039 0044 0.044 0039 0063 0041 0.060 0083 0039 0.037 0042

22, M2 coEMY 0030033 003 0024 0,034 0036 00% 0036 0037 0021 0024 0,032 0028 0,05 0025 0041 0070 0024 0022 0,034 0,024

| 23. M3 My 0.081 0.085 0.081 0.086 0.085 0.081 0.081 0081 0085 0087 0085 0.080 0.071 0.072 0.078 0.098 0.089 0.086 0.084 0.085 0.083 0.07%|
24, M4 cpBMY 0.037 0034 0037 0022 0.03% 0.037 0037 0037 003% 0018 0024 0.031 0026 004 0027 0043 0.068 0022 0,020 0032 0022 0005 0.07

. M5 cpBMY

. CH1 cpBMV
27. CHIcpBMY 0.095 0.089 0.035 0.083 0.091 0.095 0.095 0.095 0.085 0.085 0.091 0.087 0.078 0.070 0.083 0.087

0.072 0.094
0.083 0.081 0.089 0.090 0078 0.09% 0.076 0.092 0.070

Figura 15. Calculo de la distancia genética comparada por pares entre cada aislado de BabMV. En verde se encierran los
aislados virales pertenecientes al genotipo 2 y en rojo los aislados virales pertenecientes al genotipo 3. El azul se

encierra la distancia genética comparada entre los tres aislados virales de chamburo pertenecientes al genotipo 3.

27
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Figura 16. Ruta de dispersién de Babaco Mosaic Virus en Ecuador. El punto rojo
representa el posible centro de origen. Los nimeros indican el orden de la dispersion a

partir del centro de origen. Las flechas indican los saltos geogréficos.
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El mapa de dispersion indica que posiblemente la epidemia viral inicio en la
provincia de cafiar saltando inmediatamente a la provincia de Tungurahua, lugar donde
existe mayor variabilidad genética de donde se dispersa a las provincias de Pichincha
Santo Domingo e Imbabura. Ademas, se observa un largo salto geogréfico del virus
desde la provincia de Tungurahua hasta Loja, y desde la provincia de Loja llega a la
provincia de Azuay. Dado a que no se tienen datos del virus en la provincia de Cafiar se
entiende que el programa infiere localidades de movimiento del virus que pueden haber
existido para los cuales no se posee aislamientos debido a que se seleccion6 un modelo

de espacio continuo para el andlisis filogeogréfico (Vaghi, 2015).
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CAPITULO V
5. DISCUSION DE RESULTADOS

La caracterizacién molecular del virus causante de mosaico en plantas de babaco
(BabMV) indic6é una relacidén estrecha con Alternantera mosaic virus (AltMV) y Papaya
mosaic virus con un porcentaje de identidad del 74% a nivel de aminoacidos de la
proteina CP, estos valores de identidad estan por debajo del umbral de la demarcacion
de especies de acuerdo con las directrices del Comité Internacional en Taxonomia de
Virus (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) para Potexvirus, el cual
es del 80%, por lo que este virus representa una nueva especie. Este nuevo Potexvirus
coincide con el virus recientemente caracterizado por Quinto et al. (2017) durante el
transcurso de este estudio dando porcentaje de identidad a nivel de aminoacidos de la
proteina CP del 97%. Quinto et al. (2017) sugieren el nombre de Babaco Mosaic virus

para este nuevo Potexvirus.

La estructura terciaria de la proteina de cubierta de BabMV es de disposicén
flexible y alargada la cual es similar a la estructura de la proteina CP del Potexvirus
Pepino mosaic virus acorde a una busqueda de homélogos cercanos en la base de datos

Uniprot.

La prueba de deteccion y diagnéstico de BabMV consistio en una RT-PCR con el
set de primers F. 5-TCAGAGTCATCHAACAYTGGAA-3® vy R: ©5-
TGADGATTCACCAGARATC-3" que amplifican para un fragmento de 263 pb de una

region de la proteina CP. Esta region del genoma se eligio debido a que las secuencias
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de la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) presentan varios motifs y secuencias
conservadas entre familias virales (Bruen, 2003), por lo que pueden presentarse falsos
positivos durante el diagndstico y deteccion. La secuencia del blogue triplete de genes
(TGB) por el contrario, es un sitio de alta variabilidad genética a nivel de género (Quinto,
etal., 2017), y realizando un alineamiento multiple de las secuencias del TGB del aislado
viral de bases de datos, con la secuencia obtenida en este estudio y dos secuencias de
aislados de chamburo, se observa que la variabilidad genética del TGB en BabMV es
elevada a comparacion con la variabilidad genética de la proteina CP, por lo que con el
transcurso del tiempo puede haber mutaciones en la secuencia que influyan en la

complementariedad de los primers presentandose falsos negativos durante la deteccion.

Las poblaciones de virus de plantas al igual que la de otros organismos, son
genéticamente heterogéneas debido a las mutaciones que generan variantes entre los
individuos de una poblacion. La estructura genética de la poblaciéon puede cambiar con
el tiempo en el proceso evolutivo. La evolucion puede conducir al surgimiento de
diferentes entidades taxonémicas y un aspecto del estudio de la evolucién es aclarar la
historia evolutiva de los organismos y sus relaciones taxonémicas (Garcia et al., 2001).
BabMV ha sido caracterizado y descrito recientemente como el agente causal del
mosaico en plantas de babaco (Quinto et al.,, 2017), por lo que se desconoce su
dispersion, origen y parametros evolutivos. Mediante filogeografia se pueden estimar
estos parametros evolutivos relacionados con la dispersion geografica, como las
localizaciones geograficas de ancestros, la edad del ancestro comun, las tasas de

dispersidn territorial y las tasas de sustitucion (Vaghi, 2015).
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Para realizar el analisis de coalescencia filogeografico se deben tener en cuenta

dos restricciones: la region genética que se utilice debe ser conservada, y no debe estar
expuesta a mecanismos de recombinacion (Lefeuvre et al., 2010). En este estudio se
eligié a la secuencia que codifica para la proteina de cubierta (Coat protein, CP) dado a
la baja variabilidad genética que existe entre los distintos individuos de esta especie
(Distancia genética promedio: 5,43%). Sin embargo, pese a que no se realizaron analisis
de posibles zonas de recombinacion en el genoma de BabMV, la secuencia de la CP se
eligio en base a los estudios de Abubakar et al. (2003), Fargette et al. (2004), Lefeuvre,
et al. (2010) & Vaghi, (2015), quienes encuentran que la region mas adecuada para el
analisis filogeografico en virus es el ORF de la CP porque no se encontraron puntos

calientes de recombinacion en esta zona del genoma.

En el arbol de méaxima credibilidad (MCCT) agrupa a los aislados de BabMV en
tres genotipos distintos. En el genotipo 1 se agruparon varios aislados virales de
diferentes localidades del Ecuador, lo que indicaria que para BabMV no existiria una
relacion entre la distancia genética y la distancia geografica como sefiala Fargette et al.
(2004). Sin embargo, la distribucién de la variabilidad genética en las poblaciones virales
depende de dos procesos evolutivos principales: la deriva genética y la seleccion. La
deriva genética es un proceso aleatorio donde ocurren mutaciones al azar que son
heredadas a las nuevas generaciones, mientras que la seleccion es un proceso
direccional en el que las variantes mas adecuadas a un determinado entorno aumentan
su frecuencia poblacional. La seleccion esta asociada con todos los factores que

intervienen en el ciclo de vida del virus, entre ellos su relacién con el hospedero (Garcia
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et al., 2001), la diversidad genética es esencial en las poblaciones virales para adaptarse
a las presiones ambientales, rango de hospederos (Schneider & Roossinck, 2001), asi
como a los mecanismos de resistencia de la planta (Acosta et al., 2010), pero dado a que
babaco es un frutal hibrido y su propagacion es asexual por medio de estacas o brotes,
no existe una amplia variedad de hospederos a los que deba adaptarse BabMV. Ademas,
en el Ecuador el babaco se cultiva mayoritariamente en invernaderos adaptados para su
crecimiento, lo que podria reducir la deriva genética viral debido al efecto fundador, el
cual ocurre cuando un virus entra a una nueva region geografica u hospedero (Garcia et
al., 2001) justificando la poca relacion entre variabilidad genética y distancia geogréfica,
sin embargo la alta tasa de sustitucion del gen de la proteina de la capside puede deberse

a la elevada tasa de error de la replicasa viral en los virus de ARN (Velthuis, 2014).

En el genotipo viral 3 se agrupan las muestras virales del hospedero chamburo
aislados de la provincia del Azuay (Figura 14). La distancia genética de estos aislados
virales comparados con los aislados virales del hospedero babaco de la misma provincia,
y del resto del Ecuador en general, es bastante amplia (promedio del 9%, figura 15). El
chamburo es un frutal con reproduccién sexual de poco interés comercial que se cultiva
para consumo local en pequefias extensiones de tierra (Proafio, 2007). El efecto en la
variabilidad genética de BabMV en chamburo por efecto fundador y su interaccion con la
variabilidad del hospedero, caus6 un aumento en la distancia genética, (inclusive al
comparar dos aislados distintos de chamburo su variabilidad es alta, de 7 al 8% al
comparar los aislados CH1, CH2 y Chamburo, Figura 15), lo que sugiere una adaptacion

del virus al entorno. El genotipo viral 2 agrupé por el contrario, a dos aislados virales de
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babaco de la provincia de Tungurahua distantes genéticamente del resto de aislados del
pais (Figura 14). La variabilidad genética de estos aislados puede deberse a la
procedencia del linaje clonal de babaco cultivada en esa zona. Se deberia entonces

realizar un seguimiento del linaje de la ascendencia del hospedero.

Dentro de los parametros evolutivos de BabMV, se calculé la tasa de sustitucion,
la cual esta relacionada directamente con el proceso evolutivo del virus ya que mide la
velocidad con la que cambia la secuencia del gen (Vaghi, 2015). Para el ORF de la CP,
la tasa de sustitucion fue de 4.81x103 sustituciones/sitio/afio (2.4x102— 9.4x103, Nivel
de confianza del 95%), el valor se asemeja a la tasa de sustitucidon de otros virus
fitopatdgenos como Begomovirus (9.8x107%) (Vaghi, 2015), East african cassava mosaic
virus (1.6x103) (Duffy & Holmes, 2009) y Rice yellow mottle virus (1.178x104) (Fargette,

et al., 2008), éste ultimo cercano a BaMV.

La fecha de origen inferida por el andlisis filogeografico data al ancestro en comun
mas cercano en el intervalo de 1790 a 1960 (Nivel de confianza: 95%). Quinto et al. (2017)
especula que BabMV y el Potexvirus asociado serolégicamente a Papaya mosaic virus
descrito en el afio 1989 por Marina & Giordano en Italia son la misma especie dado a que
el Babaco fue introducido a Italia desde Ecuador a inicios de los 80. Dicha especulacién
seria confirmada con la edad probable de origen del virus. El intervalo de confianza de
edad de origen de alrededor de 170 afios, pese a la flexibilidad y precision de los analisis
bayesianos para inferir el conocimiento previo, este rango de fechas es bastante amplio,
y aunque los virus de ARN mutan rapidamente provocando cambios evolutivos inclusive

dentro de un huésped requiriéndose pocos meses de diferencia de fechas de muestreo
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para inferir parametros evolutivos, se deberia incrementar el nUmero de muestras
temporales y repetir el andlisis filodinamico para reducir la incertidumbre. Ademas, se
deberian realizar pruebas de infectividad de Papaya mosaic virus en babaco, ya que este

fue asociado Unicamente seroldgicamente su cultivo (Marina & Giordano1988).

El centro de origen que infiere el programa Spread3 en el analisis filogeografico de
BabMV es la provincia de Cafiar, sin embargo, no se tienen datos de aislados virales de
esta provincia, por lo que se entiende que el programa infiere en base a las fechas de
muestreo y la variabilidad genética, posibles localizaciones del virus que pueden haber
existido (Vaghi, 2015). Los lugares mas antiguos de muestreo de BabMV para la cual se
tiene registro estan en la provincia de Azuay para los aislados del hospedero chamburo
y en la provincia de Santo domingo para el aislado reportado en bases de datos por
Quinto et al. (2017). El lugar con mayor variabilidad genética de BabMV es la provincia
de Tungurahua debido al creciente aumento de cultivos de babaco en la zona, por lo que
no es de extrafiarse que el programa Spread Infiera una localidad intermedia en base a
los datos presentados. Pese a eso, se puede observar un salto directo del virus desde la
provincia de Cafar hacia la provincia de Tungurahua (lugar con mayor variabilidad
genética), a partir de la cual se dispersa el virus por el resto del pais. Estos datos
indicarian que el posible centro de origen seria la provincia de Tungurahua, pero las
encuestas realizadas a los agricultores en la zona de muestreo afirman que los brotes y
estacas de babaco que ellos siembran y reponen cuando los cultivos perecen provienen
de la provincia de Loja. En el mapa de dispersion de BabMV, se observa un largo salto

geografico del virus desde la Provincia de Tungurahua hasta Loja, pero las plantas de
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babaco que se cultivan alli no migran en esa direccion ya que el frutal es endémico de
Loja, y gran mayoria de los linajes clonales de babaco se producen en esta provincia para
su distribucion, lo que sugeriria que el centro de origen mas probable de BabMV esta
ligada al centro de origen del hospedero (Babaco o su progenitor Chamburo), es decir la

provincia de Loja.
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CAPITULO VI
6. CONCLUSIONES

e El genoma viral de BabMV consta de cinco ORFs y dos UTRs a los extremos al
igual que otros Potexvirus, El ORF1 codifica para la replicasa viral, Los ORF2,
ORF3y ORF4 codifican para el bloque triple de genes implicados en la infectividad
del virus y el ORF5 codifica para la proteina de cubierta CP.

e La estructura terciaria de la proteina de cubierta de BabMV contiene 49% de
hélices alfa, un desorden del 30% y ninguna lamina beta, lo que le confiere una
disposicion flexible y alargada homologa al potexvirus Bamboo Mosaic Virus.

e La RT-PCR disefiada para el diagnostico de BabMV detectd todos los aislados
virales sometidos a prueba y fue capaz de detectar hasta 8 ng /uL de RNA viral.
No presento reaccion cruzada con otros potexvirus cercanos.

e El andlisis filogeografico en conjunto con los eventos de propagacion del babaco
conocidos en el Ecuador, permitieron inferir que el centro de origen mas probable
de BabMV esta ligado con el centro de origen de su hospedero el cual es la
Provincia de Loja.

e El analisis filogeografico y la prueba de diagnadstico viral permitiran tomar medidas
fitosanitarias para el cultivo de babaco, evitando la dispersién de linajes clonales

infectados con el virus.
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CAPITULO VII

7. RECOMENDACIONES

Para los estudios evolutivos de virus fitopatdbgenos de plantas hibridas de
reproduccion asexual como el babaco, se deberia tomar en cuenta aislados virales
de diferentes hospederos de reproduccion sexual como el chamburo y la papaya,
ya que al no ser lineas clonales, la variabilidad genética del huésped va a
influenciar en la adaptaciéon y evolucion del virus. Ademas, pueden existir
genotipos hospedadores que estén ligados a la raiz evolutiva del virus, que
desencadenen migraciones territoriales o que presenten genes de resistencia al
virus.

Si bien, los analisis bioinforméticos ayudan a predecir posibles eventos pasados
en la evolucidn de un organismo, hay que tener en cuenta los eventos de migracion
conocidos para sacar conclusiones acordes a la realidad.

Se deberia incrementar el nimero de muestras temporales y repetir el analisis
filodinamico para reducir la incertidumbre temporal y corroborar los parametros

evolutivos del virus.
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