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RESUMEN

El virus del mosaico del tomate (ToMV), tiene un alto impacto en la agricultura,
afectando principalmente a cultivos de la familia Solanaceae. La sintomatologia
caracteristica de este virus es la presencia de forma rizada y manchas
amarillentas en forma de anillo en hojas, foliolos deformados y crecimiento
reducido de la planta.

Hasta el momento no existe un método de deteccion en el pais para esta virosis,
por lo cual es importante el desarrollo y la implementacion de este método para
poder detectar el virus del mosaico del tomate y que permita a su vez un mejor
control. El método de reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa (RT-PCR) permite una deteccién de forma preliminar y temprana mediante
la amplificacion del material genético del patdégeno. Es por esta razén que el
principal objetivo del proyecto fue desarrollar un método rapido de deteccion del
virus del mosaico del tomate mediante RT-PCR. Para ello, se estandarizaron las
condiciones de PCR como la concentracion de MgCl,, temperatura de hibridaciéon
y concentraciébn de cebadores. De este modo, se utilizé un control positivo
comercial, al cual se ajustaron las condiciones de PCR y los amplicones fueron
validados mediante secuenciacion. Como resultados, se obtuvo una concentracion
de MgCl, de 2 mM, temperatura de hibridacion de 59 ° C y la concentracion de
cebadores de 0,1 uM como las O6ptimas para la reaccion de RT-PCR. Se
determind, mediante el analisis de especificidad “in silico” que los cebadores
empleados en el estudio presentaban un alto grado de especificidad, ya que
fueron especificos para el virus del mosaico del tomate. Las condiciones
estandarizadas de RT-PCR descritas en el presente estudio, proporcionan una
metodologia rentable, Util, precisa y conveniente para su aplicacion en laboratorios
de investigacion para la deteccion rapida del virus del mosaico del tomate,

permitiendo de esta manera un analisis de este virus en varios cultivos.

Palabras clave: virus del mosaico del tomate, control positivo, RT- PCR,

detecciodn, especificidad.



ABSTRACT

The tomato mosaic virus (ToMV) has a high impact on agriculture, mainly affecting
crops of Solanaceae family. The characteristic symptomatology of this virus is the
presence of curly shape and yellowish spots in the form of ring in leaves, deformed
leaflets and reduced growth of the plant. Until now there is no detection method in
the country for this virus, so it is important to develop and implement this method to
detect tomato mosaic virus and that can be better controlled. The reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) method is a molecular tool that
allows in a preliminary way and at an early stage the detection of the virus by
amplifying the genetic material of the pathogen. The main objective of the project
was to develop a rapid method of detection for tomato mosaic virus by RT-PCR. To
carry out the objectives of this study, PCR conditions were standardized, such as
MgCl, concentration, hybridization temperature and primer concentration. In this
way, a commercial positive control was used, to which the PCR conditions were
adjusted and the amplicons were validated by sequencing. As results, MgCl,
concentration of 2 mM, hybridization temperature of 59 ° C and primer
concentration of 0.1 puM were obtained as the most suitable for the RT-PCR
reaction. It was determined, by “in silico” specificity analysis, that the primers used
in the study had a high degree of specificity, since they were specific for tomato
mosaic virus. The standardized RT-PCR conditions described in the present study,
provide a cost-effective, useful, accurate and convenient methodology for its
application in research laboratories for the rapid detection of tomato mosaic virus,

thus allowing an analysis of this virus in several crops.

Key words: tomato mosaic virus, positive control, RT-PCR, detection, specificity.
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1 CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En el Ecuador, la agricultura es una de las principales actividades que permite el
desarrollo de la economia dentro del pais. Al ser esta un eje fundamental en el
ambito econdmico y para la seguridad alimentaria, es importante mencionar
aspectos relacionados con la produccion y sostenibilidad, que han influenciado en
la situacién del sector agricola del pais (INIAP, 2008). Ecuador se encuentra
dentro del grupo de naciones que tienen una alta capacidad de produccion de
alimentos, sobre la creciente demanda que existe por parte de su poblacion.
América del Norte, América Latina y Australia tienen en comun esta condicion, lo
cual se vuelve crucial en un mundo que cada vez tiene mayor demanda de
alimentos (MAGAP, 2016). La historia econdmica del Ecuador describe que la
agricultura ha representado la mayor cantidad de divisas, en conjunto con los
ingresos petroleros de los dltimos 20 afios (Polémika, 2009). Esto ha permitido
gue la poblacién ecuatoriana acceda a productos de primera necesidad, asi como
también sustentar las importaciones de materias primas y bienes de capital para

sostener el desarrollo econdmico del pais (Polémika, 2009).

Desde el punto de vista fitosanitario, diversas plagas perjudican la productividad
de los cultivos en cuanto a calidad y cantidad (INIAP, 2008). La presencia de
epidemias virales en el pais, ha ocasionado pérdidas hasta del 50% en algunos
cultivos, detectandose virus como: el del mosaico de la alfalfa (AMV), virus del
mosaico del pepino (CMV), virus del mosaico del tamarillo (TamMV), virus del
bronceado del tomate (TSWYV), virus del mosaico del tomate (ToMV), virus de la
mancha anular del tomate (ToRSV), virus del enrollamiento de la hoja de papa
(PLRV), virus de la papa Y (PVY, Potyvirus) y virus del mosaico del tabaco (TMV),
entre otros (Revista Lasallista de Investigacion, 2012).

Uno de los géneros que provoca afecciones a especies de la familia Solanaceae
con mayor incidencia es el Tobamovirus; el cual posee la caracteristica de

transmitirse en forma mecanica, provocando una alta ocurrencia en este tipo de
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cultivos (Letters in Applied Microbiology, 2011). Ademas, debido a esta

particularidad, los invernaderos se ven gravemente afectados, porque existe una
alta densidad de plantacion, lo que facilita su diseminacion (Journal of
Phytopathology, 2010). El virus del mosaico del tomate (ToMV) pertenece a la
familia Virgaviridae, y al género Tobamovirus. Las particulas de virus contienen
una molécula de una hebra de ARN de 6.384 kb (Public Library Science, 2012). El
ToMV no se transmite mediante un vector, pero si por contacto entre hospedantes,
injerto, semilla y mencionado anteriormente por inoculacion mecanica. ToMV se
presenta en el mucilago externo, testa y endospermo, pero no en el embrién
(Public Library Science, 2012). En cuanto a la sintomatologia caracteristica de
este virus, también presenta areas clordticas, crecimiento reducido de la planta,
bajo rendimiento de frutos, foliolos deformados, presentando forma rizada y
manchas amarillentas en forma de anillo, incluso alteraciones necroéticas externas

e internas (Agronomia Colombiana, 2017).

El virus del mosaico de tomate fue descrito por primera vez hace 90 afios en
Europa y Estados Unidos. Por algunos afios fue considerado como una cepa del
virus del mosaico de tabaco, pero debido a la diferencia de hospederos, afinidades
seroldgicas, proteinas y secuencias de acido nucleico fue reconocido como un
virus distinto. El virus del mosaico de tomate se encuentra entre los virus mas
importantes a nivel mundial. Debido a su resistencia posee la capacidad de
sobrevivir en células externas de la planta y en tejidos muertos (Blancard, 2012,
pp. 571-576).

Fue reportado por primera vez en el Ecuador en el afio 2017, afectando
principalmente al cultivo de tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.) (Agronomia
Colombiana, 2017). En estas plantaciones se han observado sintomas
relacionados a este virus como son: mosaico, manchas necréticas y marrones,
rizado de hojas, moteado y atrofia. El tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.)
es una fruta tropical, originaria de Bolivia; pero también se encuentra en otros
paises sudamericanos como Colombia y Ecuador. El tomate de arbol es un cultivo
econdmicamente importante en Ecuador, puesto que se ha convertido en una

alternativa de produccion para medianos y pequeiios productores. Esta fruta tiene
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gran demanda en los mercados locales e internacionales. El area sembrada de

este cultivo ha aumentado sustancialmente en nuestro pais con alrededor de
5.000 ha, ubicadas principalmente en las tierras altas de las provincias de
Tungurahua, Chimborazo, Cotopaxi, Pichincha, Carchi, Azuay y Napo (Acta

Agrondmica, 2016).

Debido al alto impacto que tiene este virus en la agricultura, existen varios
métodos de deteccion que han sido aplicados para el andlisis relacionado a esta
virosis. Dentro de la aplicacibn de métodos de deteccion, se encuentran:
sintomatoldgicos, microscopicos, serologicos Yy moleculares (Agronomia
Colombiana, 2017). El método sintomatologico, se basa en la observacion de las
caracteristicas morfolégicas de la enfermedad (Sastry, 2013, pp. 233-253); por
otra parte, el método microscépico, consiste en la observacion morfoldgica de los
viriones. Ademas, esta la deteccion seroldgica, que detectan proteinas especificas
del virus en una reaccidon colorimétrica (Virus Research, 2014) Finalmente, los
moleculares, cuyo principio es detectar la presencia del acido nucleico de los
patégenos (The Journal of Investigative Dermatology, 2013).

1.2 Planteamiento del problema

Debido a la globalizacién del comercio que facilita la transferencia de diferentes
virus de un pais a otro, cada vez es mas importante la deteccion de las
enfermedades virales de forma precisa y temprana. A pesar de que se disponen
de métodos de diagnostico reportados a nivel global, en algunos casos podrian
resultar altamente inespecificos, debido a la dificultad que se presenta para
determinar exactamente cual es el agente causal (Research in Plant Disease,
2014).

Los sintomas de las enfermedades virales en algunas ocasiones son similares, y
en otros casos se confunden con sintomas de estrés abibtico. Por ello el
diagnostico sintomatologico no es apropiado (Sastry, 2013, pp. 233-235). Técnicas
como ELISA, a menudo ofrece diagndsticos erroneos, debido a que se dan falsos
positivos porque existen reacciones no especificas. Ademas, presentan altos

costos, requeridos en tecnologia o equipamiento avanzado y toman tiempos
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prolongados, pues se espera que la enfermedad se manifieste de forma visible

(Research in Plant Disease, 2014).

Por la falta de un método de deteccion eficiente, no existe un adecuado control de
los patogenos, adicionalmente se produce la infeccidn y la propagacion hacia los
demas cultivos, impidiendo asi cumplir los requisitos necesarios establecidos en la
regulacion de otros paises (AGROCALIDAD, 2014). Sin embargo, al no existir
estos métodos de deteccion en Ecuador, no se cumple con la normativa
establecida, provocando pérdidas adicionales a la misma infeccién, por la
imposibilidad de diagnosticar y tener un mayor control fitosanitario (Agronomia
Colombiana, 2017), razén por la cual, AGROCALIDAD como institucién encargada
del diagndstico y control de la sanidad vegetal, necesita contar con un método de
deteccion efectivo para estas infecciones.

1.3 Objetivo General

Estandarizar la Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa

para la deteccion del virus del mosaico del tomate (ToMV).

1.4 Objetivos especificos

e Establecer las condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa para
la deteccion del virus del mosaico del tomate.

e Determinar el grado de especificidad de la técnica desarrollada.

1.5 Justificacion del trabajo

Las enfermedades en plantas son responsables de importantes pérdidas en la
industria agricola mundial; pero la detecciéon temprana de patégenos es esencial
para reducir la propagacion y facilitar un manejo efectivo de estos
(Phytopathology, 2011).

En la actualidad, los métodos basados en la serologia proporcionan herramientas

para el diagndstico en plantas, sin embargo; a pesar de que han evolucionado, no
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son herramientas confiables en etapas asintomaticas, en el caso de patdogenos

con difusion sistémica (Agronomy for Sustainable Development, 2015).

La sintomatologia que presenta un cultivo es el mayor criterio para la identificacion
de patdgenos, si se realiza por el método de deteccidn sintomatologico, pero esto
no debe ser basado Unicamente en la observacion, puesto que estos métodos son
demasiado subjetivos, es decir que pueden existir errores por parte del operador;
puede causar diferentes sintomas en diferentes hospederos, entre otras
afecciones (Sastry, 2013, pp. 233-253).

Otro de los métodos, como la microscopia electronica, provee informacién acerca
de la morfologia de las particulas virales, pero el problema que presenta esta
técnica es que, si existen bajas concentraciones de virus en la planta, estas no se
ven facilmente. Ademas, no se puede realizar el procesamiento rapido de

multiples muestras por su costo y complejidad (Virology Journal, 2013).

Finalmente, las técnicas inmunol6gicas como ELISA, presenta varios problemas,
limitando su uso como una prueba de aplicacion universal para el diagnéstico de
fitopatdgenos, puesto que se necesitan antisuero de alta calidad que permitan la
union especifica y sensible a los agentes virales. Estos antisueros requieren de
alta calidad y experiencia en virologia por parte del operador, para realizar
purificacion de viriones, siendo costoso e impredecible. Adicionalmente, demanda
grandes cantidades de carga viral en la muestra para que se obtenga la captura

del antigeno de interés (Virus Research, 2014).

Por todas estas razones, es indispensable el desarrollo de nuevas tecnologias que
permiten evaluar la enfermedad con mayor fiabilidad, precision y calidad (Sastry,
2013, pp.233-253). En la actualidad, las herramientas moleculares basadas en la
deteccion y amplificacion del material genético del patdégeno son los mas efectivos

y de mayor distribucién hoy en dia.

El desarrollo de métodos de deteccion se ha centrado en la obtencion de ADN y

ARN viral. Los métodos moleculares como la Reacciéon en Cadena de la
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Polimerasa (PCR) para la deteccién de virus, como en el caso de la deteccion del

virus del dengue, fue publicado por primera vez en los afios 90 (Proceedings of the
National Academy of Sciences, 1982), y actualmente es la técnica mas importante,
ofreciendo altos niveles de sensibilidad y especificidad. Esta, ofrece varias
ventajas sobre los inmunoensayos, ya que posee la capacidad de detectar un solo
objetivo o mdltiples objetivos en mezclas complejas y permite revelar patdgenos
no cultivables como virus y algunas bacterias, ademas de que los costos son
inferiores (The Journal of Investigative Dermatology, 2013).

Adicional a ello, con su alta sensibilidad permite detectar el agente infeccioso en
estadios mas tempranos, debido a la capacidad de deteccién de nimeros minimos
de particulas virales, lo que no se puede conseguir con un diagndstico
sintomatologico, ya que éste se realiza cuando la enfermedad ya esta avanzada; o
a través de los métodos seroldgicos, que detectan la enfermedad cuando hay altas

cantidades de proteina viral (Virus Research, 2014).

Aunque esta metodologia ha sido ampliamente reportada a nivel mundial, no ha
sido totalmente validada para la deteccion de este virus en nuestro pais
(AGROCALIDAD, 2015). El objetivo, al aplicar esta técnica molecular, es
garantizar especificidad durante el diagndstico, es decir el diagndstico diferencial
con baja probabilidad de resultados falsos. Asi, el presente trabajo de
investigacion contribuye como herramienta en cuanto a la deteccion del virus
ToMV, con el propdsito de que AGROCALIDAD certifique los diferentes cultivos de
plantas de exportacién que se ven afectados por este virus, cumpliendo con las

normativas fitosanitarias nacionales e internacionales (AGROCALIDAD, 2015).

2 CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1 Virus

Los virus son patdégenos infecciosos de tamafio microscoOpico y no son activos
fuera de sus hospederos. Las particulas virales estan compuestas de dos partes
principales: el genoma compuesto de &cido nucleico y una cubierta proteica. El
material genético de la mayoria de los organismos consiste en ADN de doble
cadena y solo una minoria de virus vegetales posee genomas de ADN de doble

cadena y ADN de cadena simple; pero la mayoria de los virus vegetales estan
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constituidos de ARN de cadena simple (Molecular Plant-Microbe Interactions,

2010).

Debido a que los virus vegetales son parasitos biotréficos obligados, su ciclo de
vida comienza con la penetracion del virion a la célula. Por si solos no pueden
penetrar la cuticula y la pared celular de las plantas, se cree que el viridn ingresa a
través de heridas causadas por dafio mecanico. Una vez en el citoplasma, la
cubierta proteica del virion es removida en forma parcial o completa. La célula
provee el aparato de transcripcion para los virus de ADN y el aparato de

traduccién para los virus de ARN (Molecular Plant-Microbe Interactions, 2010).

Los virus deben formar proteinas de replicacién esenciales para la produccion de
acidos nucleicos, proteinas estructurales que conforman la cubierta proteica,
proteinas de movimiento que sirven de intermediarias en el transporte de los virus
entre las células vegetales y otros componentes de los viriones. Las proteinas de
replicacion viral se combinan con las proteinas celulares para producir un
complejo de proteinas que fabrican mdltiples copias del genoma viral. El
transporte de los genomas virales a las demas células se produce a través de
pequefios canales llamados plasmodesmos. Para que toda la planta sea infectada,
el virus debe ingresar al sistema vascular (Revista Lasallista de Investigacion,
2012).

2.2 Virus del mosaico del tomate (Tomato mosaic virus, TOMV)

El virus del mosaico del tomate (ToMV), perteneciente a la familia Virgaviridae del
género Tobamovirus fue reportado por primera vez en los afios 90 en Estados
Unidos y Europa (Blancard, 2012, pp. 571-576). Pertenece al grupo IV, cuyo
material genético es ARN monocatenario positivo. TOMV posee particulas estables
en forma de baston que miden 18 x 300 nm (Figura 1), punto de precipitacion
isoeléctrico aproximado de pH 4.5, coeficiente de sedimentaciéon de 195 S,
densidad flotante de 1.325 g/cm® Cada molécula de las particulas de virus
contiene una sola molécula de ARN monocatenario de sentido positivo dentro de

las subunidades de proteinas de la cubierta dispuestas helicoidalmente, cada una
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de 17.5 kDa. El ARN en su extremo 5’ tiene una secuencia no traducida de 70

nucleotidos (Hull, 2014, pp. 755-808).

Figura 1. Particulas del virus del mosaico del tomate (ToMV)
Tomado de (CABI, 2018)

2.2.1 Clasificacion

Tabla 1.
Clasificacion taxondémica del virus del mosaico del tomate (ToMV)

Dominio Virus

Negarnaviricota
Tymovirales
Virgaviridae
Tobamovirus
Tomato mosaic virus

Tomado de (International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), 2017)

2.2.2 Distribucion

El virus tiene una distribucion geografica amplia, debido a su diseminacion
inadvertida del virus de las semillas contaminadas. Ha sido reportado en algunos
paises de América del Sur como Brasil, Chile, Ecuador y Peru (CABI, 2018).



Figura 2. Distribucion geografica del virus del mosaico del tomate (ToMV)
Tomado de (CABI, 2018)

El tomate es el huésped mas importante de ToMV, aunque ocurre también en
pimiento (Capsicum annuum) y pimiento tabasco (Capsicum frutescens) en
Estados Unidos, Italia, Francia y Espafia. También se ha reportado en papa
(Solanum tuberosum), tabaco (Nicotiana tabacum) y Solanum viarum (Blancard,
2012, pp. 571-576).

En la sintomatologia provocada por el virus del mosaico de tomate (ToMV) sobre
los diferentes cultivos, influyen factores como: temperatura, duracion del dia,
intensidad de la luz, edad de la planta, tipo de cultivo, estaciones del afio, entre
otros (Indian Journal of Virology, 2010). En verano, tomates infectados desarrollan
manchas color verde claro y oscuro, a veces, distorsion de hojas jovenes (Figura
3). En invierno, con dias cortos, en donde existe poca intensidad de luz y
temperaturas bajas, las plantas se ven gravemente atrofiadas (Public Library
Science , 2014). Muchos cultivares de pimiento (Capsicum annuum) son
resistentes a ToMV, sin embargo, en algunos cultivos el virus puede causar
necrosis, defoliacion, e incluso en los brotes axilares (Figura 4), asi también,
suelen desarrollar sintomas visibles. TOMV causa moteado severo y distorsion de
las hojas en tabaco (Nicotiana tabacum) (Figura 5) (Indian Journal of Virology,
2010).
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Figura 3. Sintomas de ToMV a) en hojas y b) en fruto de tomate (Solanum
lycopersicum).
Tomado de (Indian Journal of Virology, 2010)

Figura 4. Sintomas de ToMV en hojas de pimiento (Capsicum annuum).

Tomado de (Journal of Molecular Evolution, 2010)

Figura 5. Sintomas de ToMV en hojas de tabaco (Nicotiana tabacum).

Tomado de (Indian Journal of Virology, 2010)

2.2.3 Epidemiologia

El virus puede permanecer infectivo durante muchos meses en las muestras
contaminadas de semillas recolectadas de plantas madres infectadas vy

transmitirse mecanicamente a las plantulas jovenes, si se las maneja durante el
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trasplante (Public Library Science, 2014). También puede ocurrir en el

endospermo de semillas recolectadas de frutos que se fijaron después de que las
plantas se infectaron sistémicamente; estas semillas suelen ser foco de infeccion y
un medio por el cual el virus se disemina (Public Library Science Pathogens,
2012). Se necesitan pocas plantas infectadas para que el virus se propague
rapidamente. La velocidad de la propagacion dentro de los cultivos desde focos de
infeccion primarios se puede atribuir en gran medida a la transmision mecanica del
virus por parte de insectos, mamiferos pequefios, aves, y lo mas importante, por
parte de trabajadores horticolas con manos contaminadas, ropa y herramientas
durante las operaciones horticolas de rutina (Molecular Plant-Microbe Interactions,
2010).

Se ha comprobado que cuando se produce una infecciébn en un invernadero, el
virus puede persistir durante muchos meses en estructuras de invernadero y en
restos de plantas infectadas en el suelo, erradicandolas con gran dificultad
(Molecular Plant-Microbe Interactions, 2010). Las plantas sanas que son plantadas
en suelo contaminado pueden infectarse a través de heridas menores causadas
por dafios mecéanicos a las raices; como no existe un vector involucrado, esto ha
sido designado como transmision abidtica (Journal of Plant Physiology, 2012). El
fluido de recirculacion contaminado utilizado para cultivos que se desarrollan en
sistemas hidropénicos, puede proporcionar un indculo altamente infeccioso para
las plantas, al infectarlas raices dafiadas mecanicamente (Journal of Plant
Physiology, 2012).

Es poco probable que las malezas infectadas sean importantes como focos
primarios de transmision para los cultivos, pero ocasionalmente se han detectado
virus en el agua utilizada para riego y en rios asociados con la infeccion de

algunas especies de plantas (European Journal of Planr Pathology, 2007).

ToMV es morfolégicamente similar y tiene propiedades fisico-quimicas en comun
con otros Tobamovirus. Aunque el virus del mosaico del tabaco también puede

ocurrir naturalmente en los cultivos de tomate y pimiento, ahora se puede
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distinguir facilmente de ToMV mediante procedimientos serologicos y moleculares

(Journal of Molecular Evolution, 2010).

2.2.4 Caracteristicas moleculares del virus del mosaico del tomate (ToMV)

El genoma de ToMV es de 6383 nucledtidos. Contiene cuatro marcos de lectura
abiertos (ORF), acotados por las secuencias no codificantes (UTR) (Figura 6)
(Afric Crop Science Journal, 2018).

2 3422 4906 4912

| ORF 2 : |

ST00 ST0X 6152

v
: -3 :
1 I ORF 1 l i ORF l J ORF 4 l 6383

Methyltransferase/helicase S S §
RNA dependent RNA polymerase Coat Protein
Movement Protein

Figura 6. Mapa genético que muestra la composicién del genoma de ToMV.
Tomado de Afric Crop Science Journal, 2018)

Cuando el virus del mosaico entra en una célula vegetal , su ARN es transcrito por
la ARN polimerasa dependiente de ARN a multiples ARNs de hebra negativa (Afric
Crop Science Journal, 2018).

2.2.5 Cepas del virus del mosaico del tomate (ToMV)

En la siguiente tabla se describen las diferentes cepas del virus del mosaico del
tomate con su numero de acceso en NCBI (National Center for Biotechnology

Information).

Tabla 2.

Diferentes cepas de ToMV

AF332868 Virus del mosaico del tomate Australia Tomate
Queensland
GQ280794 Virus del mosaico del tomate China Tomate
cepa N5
AJ132845 Virus del mosaico del tomate China Tomate
AJ417701 Virus del mosaico del tomate China Tomate
cepa Camellia
AB083196 Virus del mosaico del tomate Japon Tomate
L11A-Fukushima
DQ873692 Virus del mosaico del tomate Alemania Tomate

cepa 1-2
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FN985165 Virus del mosaico del tomate China Tomate
China

Tomado de (Afric Crop Science Journal, 2018)

2.3 Antecedentes sobre diagnéstico molecular

El diagnéstico molecular existe a partir de los estudios en genética y biologia
molecular. En 1866, Mendel describid la herencia de rasgos biolégicos, con lo que
comenzaron las primeras observaciones en genética. Seguido, en 1919 por
Morgan, quien observo que los caracteres estaban asociados a los cromosomas.
Por su parte, Griffith en 1928 determind que el ADN era material genético
transmisible (Rifai et al. 2018, pp. 10-13).

Heshey y Chase en 1952, demostraron que la proteina no era el material genético
sino el ADN. En cuanto a la biologia molecular, en 1953, Watson y Crick
describieron la estructura de ADN, lo que definié varias hipétesis que mas tarde
fueron comprobadas. En 1958, Meselson y Stahl demostraron que la replicacion
de ADN era semiconservativa y al mismo tiempo, Kornberg descubrié que la ADN
polimerasa replicaba el ADN. En otros estudios se describieron los procesos de
transcripcion y traduccion, seguido del aislamiento de la transcriptasa inversa,
enzima que sintetiza ADN a partir de ARN, demostrando asi que la informacién

genética se puede transferir de manera bidireccional (Rifai et al. 2018, pp. 10-13).

Se habla de diagndstico molecular desde los primeros dias del aparecimiento de la
tecnologia de ADN recombinante. La clonacion y secuenciacion del ADN
complementario (ADNc) eran en ese momento herramientas importantes para
proporcionar el conocimiento basico de la secuencia primaria de varios genes, y
con ello, se desarrollaron sondas de ADN, permitiendo el analisis de regiones
genémicas mediante Southern Blot y con ello, la aplicaciébn del andlisis de
fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLP) (Patrinos, 2009, pp. 109-
126).

Mullis en el afo 1983, desarroll6 una metodologia para obtener un numero

ilimitado de copias de una secuencia de ADN especifica. Buscaba analizar una
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mutacion de una enfermedad genética humana y, guiado por los estudios de

Kleppe, 1971, en cuanto a la replicacion con dos cebadores y el empleo de la
enzima tipo polimerasa, consiguié la amplificacion del segmento gendémico de
interés. Después de la validacion de la técnica de PCR desarrollada por Mullis,
acogida luego por Saiki, mismo que en 1985 aplicé esta técnica para descubrir la
mutacion en el gen de la hemoglobina causante de la anemia falciforme, arrojando
resultados confiables y siendo asi, viable para la aplicacion en diagnostico clinico
(Green, 2013, pp. 455-470).

Es evidente entonces que, a lo largo de los afios las nuevas tecnologias
desarrolladas, se han aplicado a los sistemas biolégicos para resolver problemas,
inclusive en casos de patologias de plantas. Mediante la secuenciacion de
proteinas en 1960, se secuencié por primera vez la proteina de la cubierta del
virus del mosaico del tabaco (TMV) (Dickinson, 2004, pp. 125-130).

En efecto, la aparicién de técnicas de secuenciacion de acidos nucleicos permitio
determinar las secuencias de virus de ADN y ARN, como sucedi6 en el afio 1980
se descubrié el virus del mosaico de la coliflor (CaMV), virus de ADN de doble
hebra circular. Se establecio la secuencia de nucleétidos completa de 8024 pb , y
en 1982 del virus del mosaico del tomate (TMV), virus de ARN monocatenario de
sentido positivo que infecta plantas como tabaco y de la familia Solanaceae. Se
estableci6 la secuencia de nucle6tidos completa de 6390 pb (Proceedings of the

National Academy of Sciences, 1982).

Como se menciond anteriormente las técnicas de diagndstico molecular tienen
una amplia gama de aplicaciones. Sin embargo, deben tomarse en cuenta algunas

consideraciones antes de seleccionar la técnica a ser empleada.

2.4 Técnicas para el diagndstico molecular

El diagnostico molecular se define como el conjunto de técnicas de ambito
molecular, que permite detectar o diagnosticar patologias, en dependencia de la
presencia o no de secuencias especificas en el ARN o ADN en una muestra
sospechosa de padecer dicha patologia. Son aplicadas en diferentes campos

como: humano, animal y vegetal (Clinics in Laboratory Medicine, 2009).
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Especificamente hablando del diagnostico de patologias infecciosas, la
composicion genética de un microorganismo le confiere la capacidad de causar
enfermedades. En algunos casos, su virulencia se basa en un solo gen. La
biologia molecular transformo el diagndstico microbioldgico desde la tecnologia de
hibridacién de ADN hasta la reaccion en cadena de la polimerasa (Rifai et al.
2018, pp. 50-78).

A continuacion, se mencionan los métodos mas empleados para la deteccion de

patdgenos virales.

2.4.1 Métodos basados en la amplificacion de segmentos especificos del
genoma del patégeno mediante PCR

El desarrollo de la PCR ha facilitado y revolucionado el diagndéstico molecular. La
caracteristica mas sobresaliente es la gran cantidad de copias de la secuencia
objetivo que se genera por su amplificacion exponencial, permitiendo la
identificacion de una mutacién o secuencia especifica conocida, en un solo dia en
lugar de meses. La Reaccién en Cadena de la Polimerasa se ha convertido en la
tecnologia dominante para el diagndstico molecular. Es una técnica que ofrece
alta sensibilidad, especificidad y aplicabilidad a una amplia gama de objetivos
(Virus Research, 2016).

La técnica de PCR convencional se complementa con una electroforesis en gel, el
propésito es visualizar, identificar y distinguir las moléculas, ya que permite
separar los fragmentos en funcion de su tamafio y posteriormente visualizarlos
mediante tincion para tener una estimacion de su concentracion (Green &
Sambrook, 2013, pp. 455-470). Al ser una prueba cualitativa permite determinar la
identidad o diferenciar las moléculas arrojando como resultado positivo la
presencia de una banda especifica 0 negativo la ausencia de una banda
especifica. Algunas de las técnicas de electroforesis son atractivas en laboratorios
clinicos debido a su compatibilidad con la automatizacién y capacidad de alto
rendimiento (Burtis, 2012, pp.4-18).

La aplicacion de la PCR ha permitido que las pruebas diagnosticas sean

empleadas en laboratorios hacia la deteccion de varias enfermedades. Cabe
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recalcar que en las aplicaciones mas importantes se encuentra la deteccion de

patdgenos virales, ya que reduce el uso de equipos costosos como el microscopio
de barrido y el uso de las técnicas microbiolégicas (Gherbawy, 2010, p 35). Es
importante mencionar que, dependiendo del tipo de genoma virico, si es ADN se
emplea la técnica mencionada anteriormente, pero en el caso de que sea ARN se
necesita utilizar una enzima distinta a la polimerasa que es la transcriptasa inversa
(Virus Research, 2016).

2.4.1.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcién Inversa (RT-
PCR)

La RT-PCR, consiste en retrotranscribir una hebra de ARN en ADN
complementario (cDNA) utilizando una enzima llamada transcriptasa inversa.
Posteriormente, el cDNA sintetizado se amplifica mediante PCR convencional
(Brown, 2010, pp. 34- 50). La amplificacion exponencial mediante PCR en
transcripcion inversa supone una técnica altamente sensible, que puede detectar
un numero de copias de ARN muy bajo. Los principales usos de esta técnica estan
relacionados con el campo del diagnéstico molecular, ya que puede utilizarse
como método de deteccién molecular de genes, para estudiar el genoma de virus
de ARN. Otro de sus usos se relaciona con la cuantificaciéon de la expresién

génica (European Journal of Plant Pathology, 2007).

T T T T T r v e v e e RNA
Reverse transcriptase

RNA

Degrade RNA strand
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l

Standard PCR

Figura 7. Representacion del principio de Reaccion en Cadena de la Polimerasa

con Transcripcion Inversa (RT-PCR).
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Tomado de (European Journal of Plant Pathology, 2007)

2.4.2 Diagnoéstico por secuenciacion

En la década del 70, se describieron dos métodos de secuenciacion, el método
quimico, desarrollado por Maxam y Gilbert en 1976. Este método utiliza la rotura
qguimica, el marcaje del extremo del radiois6topo y la electroforesis en gel para
secuenciar el ADN; y el método enzimatico desarrollado por Sanger en el que
utiliza dNTPs radiomarcados y electroforesis en gel (Sabari et al. 2018, pp. 275-
280).

En 1977, se dio a conocer la secuenciacion de ADN, gracias al trabajo de Sanger
llamado “Secuenciacién de ADN con inhibidores de terminacion de cadena”. El
método de Sanger era mas eficiente y walkerusaba menos sustancias quimicas
toxicas. Ademas, dio paso a varios ensayos de secuenciacion de Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae y Caenorhabditis elegans (Walker & Rapley, 2009, pp.
25-66).

La secuenciacion de primera generacion fue definida por las técnicas de Sanger y
Maxam y Gilbert, siendo viable para la secuenciacion de algunos miles de pares
de bases al mismo tiempo. La secuenciacion de primera generacion tiene varias
aplicaciones como en desérdenes genéticos, ya que es una técnica
econdmicamente factible en el ambito clinico. Ha permitido la identificacion de
mutaciones y alteraciones genéticas asociadas a diferentes enfermedades como
diabetes mellitus neonatal, enfermedad de Parkinson, Sindrome de Miller, entre
otras. También, en cuanto a enfermedades infecciosas como es el caso de virus
de influenza, y la deteccion del virus de inmunodeficiencia humana VIH (El-
Metwally, 2014, pp. 29-36). Sin embargo, con el avance de la ciencia, estos
métodos se hicieron obsoletos. Con ese objetivo se vio la necesidad de desarrollar
meétodos mas eficientes para la secuenciacion de acidos nucleicos. La
secuenciacion de ultima generacion se desarrollé cubriendo esa necesidad, ya
gue se pueden realizar secuenciaciones masivas, generando grandes cantidades
de datos en un menor tiempo. Esta incluye tecnologias tales como la lllumina

Solexa® y ABI SOLID®, otras técnicas secuencian moléculas individuales de ADN,
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sin la necesidad de ser amplificadas mediante PCR, como la tecnologia Nanopore

® (Journal of Applied Microbiology,2013)

2.4.2.1 Secuenciacion de primera generacion

e Secuenciacion de Sanger
Esta técnica se basa en la sintesis de cadenas de ADN con una terminacion
especifica (dideoxinucle6tidos ddNTP) mediante la ADN polimerasa. Esta afiade
los dNTPs hasta que, de manera aleatoria, incorpora los ddNTP con marcadores
radioactivos o fluorescentes. Los nucledtidos de parada carecen de 3’-OH, el cual
permite que el nucleétido consecutivo sea adicionado, cuando es adicionado por la
polimerasa, la sintesis de la nueva hebra es interrumpida obteniendo asi

fragmentos de diferentes tamafios (Walker & Rapley, 2009, pp. 25-66).

Termplate 3 TAGCAALT
Primer
DNA l polymerase «
r ! T T
ATP ATP ATP ATP+adATP
GTP GTP GTP+adGTP aGTe
cre CTP+ddCTP cre cre
TTP «adTTP TP TTP TP
. . . .
ATCGTddT — ATddC ATCGTToeG —ATCGT TadA
— ATCGddT \ ATCodG - dgA
y gt
/ e

— AddT N\

i |
' || l’*
Acrylamede gel electrophoress

Figura 8. Esquema de la secuenciacion de Sanger.
Tomado de (Phytopathologym 2011)

2.5 Deteccion y diagnéstico molecular en plantas

La importancia del diagndstico molecular en el campo de la fitopatologia, se centra
en el diagnostico de enfermedades de plantas. La aplicacion de esta metodologia
a los diagnodsticos moleculares es muy prometedora para la identificacion
temprana de patdgenos de plantas importantes desde el punto de vista agricola

(Acta Biochimica et Biophysica Sinica, 2012).



19
La técnica mas usada por los fitopatélogos para la deteccidon es la PCR, apoyada

por otras herramientas moleculares. A continuacion, se describiran varias
revisiones que han sido publicadas acerca de la aplicacion de esta metodologia
gue se relaciona con el diagnéstico y control de las enfermedades de las plantas.

2.5.1 Enfermedades causadas por virus

Los virus causan muchas enfermedades importantes en las plantas, y son
responsables de enormes pérdidas en la produccion y calidad de los cultivos en
todas partes del mundo. Las plantas infectadas pueden mostrar una variedad de
sintomas dependiendo de la enfermedad, pero a menudo presentan una
coloracion amarillenta en las hojas, distorsion de hojas, crecimiento atrofiado, asi
como anomalias en la formacion de flores o frutos. La deteccion de virus mediante
PCR es mucho mas sensible en comparacion con otras técnicas convencionales
incluyendo la sintomatoldgica, microscépica y serolégica. La importancia de
aplicarla se debe a la especificidad, velocidad y versatilidad que posee, lo que
permite que esta metodologia sea la mas apropiada y empleada en varias areas
de Biologia Molecular, y ampliamente utilizada para la deteccién de enfermedades
virales en los vegetales (Research in Plant Disease, 2014).

El virus de la hoja amarilla de la cafia de azucar (Sugarcane Yellow Leaf Virus,
SCYLYV) infecta a la cafia de azucar (Saccharum officinarum) (Figura 9) en todo el
mundo y causa peérdidas significativas en el rendimiento. Las técnicas de
deteccion actuales incluyen el inmunoensayo de transferencia de tejidos (TBIA),
la RT-PCR y gRT-PCR. Si bien TBIA sigue siendo un método util, para la
seleccion rapida de un gran numero de muestras, su sensibilidad es menor
comparada con la de RT-PCR. En un estudio mediante la utilizacion de la RT-PCR
se demostrd que esta forma de deteccidn es mas sensible y fiable en comparacion
a otras técnicas convencionales, y puede ser empleada con resultados
favorecedores para detectar este virus. Ademas, se ha demostrado que la cafia de
azucar previamente analizada no esta infectada con SCYLV, contiene el virus pero
a un nivel demasiado bajo para ser detectado por TBIA (European Journal of Plant
Pathology, 2010).
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Figura 9. Sintomatologia provocada por SCYLV en hojas de cafia de azucar

(Saccharum officinarum): tres hojas con la nervadura central amarilla (izquierda),
mientras que las tres hojas (derecha) no muestran sintomas.
Tomado de (European Journal of Plant Pathology, 2010)

Se desarrollé un ensayo de RT-PCR anidada para la deteccion del virus de la
tristeza de los citricos (Citrus tristeza Virus, CTV) de muestras de citricos
infectados naturalmente (Figura 10). La RT-PCR anidada implica el uso de dos
conjuntos de cebadores y dos reacciones de PCR sucesivas. Los amplicones
resultantes de la primera reaccion de PCR se utilizan como plantilla para un
segundo conjunto de cebadores y una segunda etapa de amplificacion. La
sensibilidad y especificidad de la amplificacion de ADN pueden mejorarse
significativamente con esta técnica. El ensayo aplicado en este estudio es una
herramienta de diagnéstico especifica, sensible y confiable para CTV tanto en las
plantas sintomaticas como las enfermas asintomaticas (Current Microbiology,
2011).

Figura 10. Sintomas provocados por CTV en muestras de citricos infectados.
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a) Depresiones inducidas en una rama de pomelo (Citrus x paradisi)

b) Plantas de lima (Citrus x aurantiifolia) sana (izquierda), necrosis de los vasos
conductores y cavidades en las ramas (derecha)

c) Acucharamiento de hojas en lima (Citrus x aurantiifolia)

d) Fruto de un &rbol de naranja (Citrus x sinensis) sano (izquierda), disminucién
del crecimiento en frutos de un arbol infectado (derecha).

Tomado de (Current Microbiology, 2011)

Se desarroll6 una PCR multiplex para la deteccion simultanea del virus del
mosaico de la yuca africana (African cassava mosaic virus, ACMV), el virus del
mosaico de la yuca africana del Este de Cameran (East African cassava mosaic
Cameroon virus, EACMCYV), el virus del mosaico de la yuca africana del Este de
Malawi (East African cassava mosaic Malawi virus, EACMMV) y el virus del
mosaico de la yuca africana del Este de Zanzibar (East African cassava mosaic
Zanzibar virus, EACMZV) que afectan a la yuca en el Africa subsahariana (Figura
11). La PCR mutliplex es una variante de la PCR en la que se amplifica més de
una secuencia objetivo mediante mas de un par de cebadores. La aplicacion de
PCR multiplex en el diagnéstico de agentes infecciosos, esta dirigido
especialmente a aquellos relacionados con los acidos nucleicos virales.Usando las
técnicas mencionadas, se ahorra tiempo y se reduce la cantidad de reactivos
utilizados, lo que se traduce en un menor costo del diagnéstico. Esta herramienta
puede ser aplicada por cultivadores de yuca en la deteccién de resistencia a
enfermedades; cientificos realizando estudios de diagndstico de virus; personas
encargadas de la parte fitosanitaria que verifican el movimiento de materiales de
siembra enfermos y la certificacion de semillas (Journal of Virological Methods,
2013).
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Figura 11. Sintomas provocados por ACMV: aparicibn de mosaico en las hojas,

clorosis y moteado tipico en plantas de yuca (Manihot esculenta).
Tomado de (Plant Village, 2017)

Se realiz6 también una investigacion, en la que se desarroll6 un ensayo multiplex
de PCR en tiempo real utlizando sondas TagMan para la deteccion y
cuantificacion simultaneas del virus del grabado del tabaco (Tobacco etch virus,
TEV), el virus de la papa Y (Potato virus Y, PVY) y el virus del mosaico en bandas
de la vena del tabaco (Tobacco vein banding mosaic virus, TVBMV) (Figura 12)
(Dai et al. 2013).

A través de este estudio se demostro que, la reaccion multiplex fue exitosa en la
deteccion de estos tres patdgenos, sin amplificacion no especifica y reaccién
cruzada. Este PCR multiplex en tiempo real proporciona un meétodo rapido,
efectivo, especifico y sensible para la deteccidn y cuantificacion simultaneas de los
tres patdgenos en las plantas de tabaco infectadas. Por lo que, sera util no solo
para los estudios de diagnéstico, ecoldgicos, epidemioldgicos y de patogénesis,

sino también para investigar las interacciones huésped / virus o virus / virus, en

particular durante la infeccion mixta (Journal of Applied Microbiology, 2013).

Figura 12. Sintomas provocados por tres Potyvirus en plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum)

a)TEV provoca empalidecimiento de las venas y moteado

b) PVY, estriado necrético

c) TVBMV, bandas de tejido verde oscuro a lo largo de las venas.

Tomado de (INRA SCIENCE & IMPACT, 2018)
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La expansion de la epidemia provocada por la enfermedad de la raya parda de la

yuca (CBSD) (Figura 13) en el Este de Africa esta causada por dos ipomovirus
(género Ipomovirus; Potyviridae), que son el virus de la raya parda de la yuca
(Cassava brown streak virus, CBSV) y el virus de la raya parda de la yuca de
Uganda (Ugandan cassava brown streak virus, UCBSV), descritos
recientemente. En un estudio se desarrollé una técnica de diagndéstico basado en
RT-PCR para la deteccion simultanea y especifica de los dos virus. El método
para la deteccion de CBSV y UCBSV descrito, tiene aplicaciones importantes para
la cuarentena de plantas, la reproduccién por resistencia de yuca, los estudios
sobre epidemiologia, detecciéon de hospedadores naturales de los dos virus y

control de los mismos en el Este de Africa (Journal of Virological Methods, 2011).

= - —

Figura 13. Sintomas provocados por CBSV y UCBSYV en el arbol de yuca (Manihot

glaziovii)

a)M.glaziovii crece al borde de un campo de yuca en Tanga, Tanzania, lesiones
pardas o rayas en tallos verdes jovenes

b)Hojas de M.glaziovii muestreado en la costa (Kibaha), Tanzania, secciones de
las venas amarillentas, necrosis sobre la lamina de la hoja.

Tomado de (Journal of Virological Methods, 2011)

El virus bunchy top del banano (banana bunchy top virus, BBTV) es el agente
causal de la enfermedad de cogollo racimoso del banano (Figura 14). Los métodos
de diagnostico actuales para BBTV son laboriosos y propensos a generar
resultados falsos negativos. El andlisis de PCR TagMan descrito en un estudio

demostrd deteccion de forma rapida y precisa de BBTV en plataneras, pulgones
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enteros y la hemolinfa del pulgén. La ventaja es que requiere solo de una muy

pequefia cantidad inicial de muestra para el analisis, y la purificacion del virus no
es necesario. Comparado con PCR convencional y ELISA, este método es rapido,
sensible y podria usarse en estudios sobre virus, replicacion y otros parametros de
vectores de virus. También, se puede utilizar para el diagndstico temprano y la
prediccién de BBTD (Journal of Virological Methods, 2013)

Figura 14. Sintomas provocados por BBTV en hojas de platano (Musa X
paradisiaca) a)Hojas sanas

b)Hoja infectada, rayas de color verde oscuro, puntos en las venas menores en la
parte baja de la lamina foliar, lo que genera lineas en forma de gancho al llegar a
la vena central.

Tomado de (Journal of Virological Methods, 2013)

3 CAPITULO Illl. PROCEDIMIENTOS

3.1 Obtencion del material de partida

3.1.1 Control Positivo

El control positivo consistié en tejido vegetal infectado por el virus del mosaico del
tomate (ToMV), liofilizado y comercializado por Agdia (Agdia, Inc, Estados
Unidos). La banda, producto de la amplificacion de este control positivo fue

validada mediante secuenciacion.

3.1.2 Muestras de campo
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Se recolectaron muestras con sintomas de infeccion de tomate de arbol, tomate

rifion, naranijilla, uvilla, papa en la provincia de Pichincha y pimiento en la provincia

de Santa Elena.

3.2 Extraccion de ARN

A partir de los controles, se purificé el ARN mediante el reactivo PureLink ™ Plant
RNA de (Thermo Fisher Scientific, No. Cat: 12322-012). Se pesaron 15 mg del
control positivo y se agregaron 0.5 mL del reactivo frio (4°C). Las muestras se
agitaron en vortex hasta que quedar completamente resuspendidas. Se incubaron
las muestras durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, para aclarar los
lisatos, se centrifugaron las muestras a 12,000 x g durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Se transfirieron los sobrenadantes a tubos libres de
ARNasa. Después, se agregaron 0.1 mL de NaCl 5M a los extractos clarificados y
se agitaron por inversion entre 3 y 5 veces. Se agregaron 0.3 mL de cloroformo a
las muestras y se agitaron por inversibn hasta formar una emulsién.
Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 12,000 x g durante 10 minutos a 4
° C para separar las fases y se transfirié la fase acuosa superior a tubos libres de
ARNasa. A la fase acuosa se le agreg6 un volumen igual de alcohol isopropilico,
se mezclé y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos. A
continuacion, se centrifugaron las muestras a 12,000 x g durante 10 minutos a 4 °
C. Se deseché el sobrenadante, teniendo cuidado de no perder el pellet, y se
agregé 1 mL de etanol al 75% a cada muestra. Se centrifugaron las muestras a
12,000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente, repitiendo el paso
nuevamente en un segundo lavado. Se agregaron 150 pL de agua libre de
ARNasa al sedimento de ARN, se mezclé por pipeteo hasta suspender el ARN.

Finalmente, se almacend el ARN extraido a —80 ° C hasta su posterior utilizacion.

3.3 Cuantificacion de ARN

Se evalué la calidad y cantidad del ARN extraido a partir de espectrofotometria.
Para ello se utilizo el equipo Nanodrop 8000 (Thermo Scientific). Como blanco se
utilizé6 3 puL de agua libre de ARNasa. Se tomaron 2 yL del ARN extraido y se

leyeron en el equipo.
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3.4 Sintesis de ADN complementario mediante Transcripcion Inversa (RT)

Para la obtencion de ADN complementario se utilizé el kit M-MLV Reverse
Transcriptase (Thermo Scientific). La reaccidon consté de dos mezclas: En la
primera (Mix 1, 15 pl), se colocaron 8 pl de H,O DEPC,1 pl de Random primers
(0,5 pg/ul) (Thermo Scientific) en un tubo de 1.5 mL libre de ARNasas. Se
dispenso a tubos de 0.2 mL y se afiadieron 6 pl del ARN extraido previamente. Se
incubd en el termociclador durante 5 min a 70 °© C. La segunda reaccién (Mix 2, 10
pl) consistio en 1.5 ul de H,O, 5 ul de Buffer RT, 1.5 pl de dNTP's, 1 ul de RNasin
y se dejo incubar 2 min a 37 ° C. Posteriormente, a esta mezcla se agregé 1 ul de
la enzima MLV y se mezclé mediante pipeteo. Se colocé el Mix 2 en el Mix 1y se
sintetiz6 el ADN complementario con las siguientes condiciones: un ciclo de 5
minutos a 25 ° C, un ciclo de 60 minutos a 37 © C, un ciclo de 10 minutos a 70 ° C

yuncicloa 12 ° C.

3.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Los pardmetros iniciales empleados para la amplificaciéon del control positivo, se

encuentran detallados a continuacion (Tabla 3 y 4).

Tabla 3.
Reactivos y concentraciones iniciales utilizados para la estandarizaciéon de la PCR
Reactivo Concentracion  Concentracion 1 Rx
inicial final
H,O N/A N/A 18 pl
Buffer PCR 10X 1X 2.5 ul
MgCl, 50mM 1.6mM 0.8 pl
dNTP’s 10mM 0.2mM 0.5 ul
Primer F 10uM 0.2uM 0.5 ul
Primer R 10uM 0.2uM 0.5 ul
Enzima Taq 5U/pl 1.5U/ul 0.3 ul
Polimerasa
Volumen de - - 23 ul
reaccion
cDNA - - 2 ul

Volumen final 25 ul
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de reaccion

Tomado de (Plant Disease, 2017)

Tabla 4.

Perfil térmico inicial utilizado para la obtencion de productos de la PCR

N° de ciclos Temperatura°C Tiempo min:seg

1 94 03:00
94 00:30
35 veces 52 00:30
72 00:45
1 72 10:00
1 4 0

Tomado de (Plant Disease, 2017)

Las reacciones en cadena de la polimerasa de Tomato mosaic virus (ToMV), se

realizaron empleando cebadores descritos segun bibliografia (Tabla 5).

Tabla 5.
Detalle de las secuencias empleadas para la deteccién del virus del mosaico del

tomate (ToMV) utilizadas en el presente estudio

Primer Secuencia 5’ - 3’ Genoma Regién Ubicacién Tamafio
de producto
referencia

ToMV - F AAGATGTCAAACCAACTTTA
NC_002692  ARN polimerasa 3640 - 4234 595 pb

dependiente de

ARN
ToMV —R  GAAACATCCAACTCAAGTACG

Tomado de (Plant Disease, 2017).

Es importante mencionar que el fragmento de interés que se espera obtener es de
595 pb.

3.6 Confirmacion de producto de PCR mediante secuenciacion
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Una vez realizada la amplificaciéon del control positivo con las condiciones del

apartado 3.5, se mando a secuenciar (secuenciacion Sanger) a Macrogen.

3.7 Estandarizacién de la PCR

Una vez confirmado el producto de PCR, se realizé la estandarizacion de la PCR
donde se evaluaron diferentes concentraciones de MgCl, y cebadores (Tabla 6),
ademas, un gradiente de temperatura de alineamiento (Tabla 7).

Tabla 6.
Reactivos y concentraciones para determinar la concentracion optima de MgCl, y
cebadores
Reactivo Concentracion ~ Concentracion final
inicial
H,O - -
Buffer PCR 10X 1X
MgCl, 50mM 1 mM, 1.5 mM, 2 mM,
2.5mM, 3mM, 3.5 mM
dNTP’s 10mM 0.2mM
Primer F 10 uM 0.1uM, 0.4 uM y 0.8uM
Primer R 10 uM 0.1uM, 0.4 uM y 0.8uM
Taq polimerasa 5 U/uL 1U/uL
cDNA - -
Tabla 7.
Perfil térmico del Programa PCR para los cebadores especificos
Proceso Temperaturas Tiempo Ciclos
Denaturalizacion inicial 95°C 2:00 1
Denaturalizacion 95°C 1:00
Alineamiento 48.0°C, 49.0°C, 50.7°C, 1:00
53.4°C,56.5°C,59.0°C, 35
60.9°C,62°C
Extension 72°C 1:00

Extension Final 72°C 10:00 1
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Final 4°C 0 1

La amplificacion definitiva, para cada una de las muestras, se realiz6 con las

condiciones previamente estandarizadas.

3.8 Electroforesis de los productos de PCR

Los productos de la amplificacion se visualizaron en gel de agarosa al 1.5% (p/v)
con 2 pl de SYBR Safe (Thermo Scientific) por cada 100 mL de buffer TBE 1X y se

corrié a 90V por 45 minutos.

3.9 Analisis de especificidad “in silico”

Para verificar la especificidad “in silico” de los cebadores, primero se obtuvieron
las secuencias de virus relacionados a solanaceas en el programa BLAST vy
posteriormente se utilizé el programa MEGA para realizar el alineamiento de las

secuencias.
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4 CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RT - PCR del control positivo con parametros iniciales

Se observd la amplificacion del producto de interés (control positivo)

correspondiente a 595 pb (Figura 16).
M C+ C+ B

s00pp —P
500 pb —Pp

4= 595 pb

Figura 16. Gel de agarosa al 1.5% revelado tras corrida electroforética del control
positivo con parametro iniciales (Tabla 3 y 4)
a) M: marcador de peso molecular (Tracklt™1Kb Plus DNA Ladder)

b) C+: Control positivo. B: Blanco.
4.2 Confirmacion de producto de RT-PCR mediante secuenciacion

El fragmento de interés (Control positivo) fue secuenciado mediante la
metodologia Sanger. Una vez obtenida la secuencia, se la validé para obtener la
secuencia consenso, la cual fue sometida a un analisis BLAST para confirmar que
la secuencia de interés coincidia con las secuencias previamente reportadas para

el virus del mosaico del tomate (Tabla 8)

Tabla 8.

Valores obtenidos mediante el analisis del blast
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Description Query Cover E value Ident Accession
Tomato mosaic virus isolate 100% 0.0 99% AF332862.1
Queensland, complete genoma
Tomato mosaic virus genes 100% 0.0 99% MF002485.1

encoding RNA-dependent RNA
polymerase, movement protein

and coat protein

Tomato mosaic virus strain 65% 0.0 100% KJ160239.1
To52 RNA-dependent RNA

polymerase gene, partial cds

En el analisis, se confirm6 que la secuencia pertenece al virus del mosaico del
tomate (Anexo 1), con un 99% de identidad con el genoma completo, atribuible a
pequefios errores de secuenciaciéon o a la variabilidad natural del virus. Se reporta
gue la secuencia amplificada coincide con la seccion de ARN polimerasa del virus
con un 100% de identidad y un 65% cobertura total ya que la secuencia no abarca

la seccion completa de ARN polimerasa (Arinaitwe et al.2018).

4.3 Estandarizaciéon de la PCR

4.3.1 Gradiente de concentracién de MgCl,

La amplificacion especifica de los controles realizada con cada una de las
diferentes concentraciones de MgCl,, permitié determinar que las concentraciones
Optimas eran de 2 mM y 2.5 mM (Figura 17), sin la presencia de productos

inespecificos comparados con las otras concentraciones (datos no mostrados).

M 1 2 3 4 5 6 7

600 pp —»
500 pbp —p»

4=mm 595 pb

Figura 17. Gel de agarosa al 1.5% revelado tras corrida electroforética de las

diferentes concentraciones de MgCl, empleadas para los cebadores especificos
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a) M: marcador de peso molecular (Tracklt™1Kb Plus DNA Ladder)

b) Carril 1: [MgCl;] 1 mM

c) Carril 2: [MgCl;] 1.5 mM
d) Carril 3: [MgCl;] 2 mM

e) Carril 4: [MgCl;] 2.5 mM
f) Carril 5: [MgCly] 3 mM

g) Carril 6: [MgCl;] 3.5 mM
h) Carril 7: Control negativo.

Las concentraciones adecuadas de MgCl, oscilan entre 0.5 a 3.5 mM, influyendo
asi en la actividad de la ADN polimerasa, ya que los iones de Mg®* se unen al sitio
catalitico de la enzima interviniendo en la reaccion (Chauhan, 2018), con lo cual
una baja concentracion de magnesio la ADN polimerasa puede inactivarse,
mientras que a una alta concentracion puede generar una amplificacion con
productos inespecificos (Chen, 2010). Ademas, posibilita una unién adecuada del
cebador a su secuencia complementaria. Otro de los factores que influyen en la
cantidad de MgCl, que se emplea en la PCR es el contenido de GC, ya que la
fuerza ejercida entre las dos hebras es mas alta, por ello la separacion de estas
requieren de una mayor energia, es decir de una mayor concentraciéon de MgCl,
(Chauhan, 2018). De acuerdo a un estudio realizado por (Kumar et al.2010) para
la deteccion de virus en bulbos de cebolla mediante RT-PCR, la concentracién de
MgCl, 6ptima fue de 3.5 mM ya que los cebadores empleados en el estudio tenian
un alto contenido de GC, en cambio en nuestro estudio la concentracién 6ptima de
MgCl, fue de 2 mM y 2.5 mM. Debido al bajo contenido de GC en los cebadores
empleados para la detecciéon de ToMV, no se requieren altas cantidades de MgCl,.
Ademas, como ya se menciond antes, no existi6 presencia de productos

inespecificos en estas dos concentraciones.

4.3.2 Temperatura de alineamiento

Al emplear diferentes temperaturas de alineamiento se observé que la mejor
temperatura fue de 59 ° C con una concentracion de 2 mM de MgCl, (Figura 18),
en la cual se puede distinguir una banda sin presencia de productos inespecificos
comparados con las otras temperaturas (datos no mostrados).
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600 pb
500 pb

4= 595 pb

Figura 18. Gel de agarosa al 1.5% revelado tras corrida electroforética de las
diferentes temperaturas de alineamiento empleadas para los cebadores
especificos, con una concentracion de MgCl, de 2 mM

a) M: marcador de peso molecular (Tracklt™1Kb Plus DNA Ladder)

b) Carril 1: 62.0°C

c) Carril 2: 60.9°C

d) Carril 3: 59.0°C

e) Carril 4: 56.5°C

f) Carril 5: 53.4°C

g) Carril 6: 50.7°C

h) Carril 7: 49.0°C

i) Carril 8: 48.0°C

j) Carril 9: Control negativo.

La importancia con relacion a la temperatura de alineamiento se debe a que, en
esta etapa de la PCR, los cebadores se adhieren a una ubicacién especifica en el
ADN de una sola hebra mediante enlaces de hidrégeno (Majumder & Baranwal,
2014). Se debe tomar en cuenta que la temperatura de alineamiento debe ser la
mas adecuada para que los cebadores se unan a la hebra de ADN, pero no se
recomienda temperaturas muy bajas ya que se puede dar la formacién de duplex
no especificos y horquillas intramoleculares, reduciendo de esta manera la
eficiencia de la reaccion (Watpade etal.2013). Para evaluar los efectos de
diferentes temperaturas de alineamiento en una RT-PCR se deben tomar en

cuenta valores entre 54° a 62° C, como indica Crosslin & Hamlin, 2011. En este
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caso, la temperatura de alineamiento Optima fue de 58°C para la deteccién de

diferentes virus en papa con caracteristicas de secuencia similar. En otro caso de
estudio, para la deteccion simultanea de virus en papaya (Usharani et al.2013), se
empled una temperatura de 55°C, con lo cual se obtuvieron resultados deseados
gracias a una buena amplificacion de la banda, de la misma forma con las mismas

caracteristicas de secuencia.

Cabe recalcar que la temperatura de alineamiento es uno de los pardmetros mas
importantes en una estandarizacion, ya que temperaturas demasiado bajas
pueden provocar alineamientos inespecificos con otras secuencias; y una
temperatura demasiado alta puede ocasionar una reduccion en el rendimiento de
la reaccion, por lo que no existiria amplificacion (Ver carril 1 de figura 18) (Igbal et
al.2017). Con estos resultados, se puede inferir que el Mg?*, conjuntamente con la
temperatura de alineamiento tendria una influencia directa sobre la sensibilidad de
la reaccion, por lo que se sugiere la evaluacidon de ambos parametros al mismo
tiempo. Es asi que, reacciones con temperaturas de alineamiento bajas,
conjuntamente con concentraciones altas de Mg?*, tienen mayores posibilidades
de amplificacién inespecifica. Por el contrario, concentraciones bajas de Mg?*,
conjuntamente con temperaturas de alineamiento elevadas, conducen a una
menor eficiencia en la amplificacion y reduccion de la sensibilidad (Surzyki, 2000,
pg. 412; Russo et al.2014). Este método, al ser de deteccion rapida de
enfermedades, requiere altos niveles de especificidad y sensibilidad, por lo que se
hace necesario, encontrar un punto intermedio entre temperaturas de alineamiento
elevadas y concentraciones aceptables de Mg?*. Adicionalmente, Hernandez y
colaboradores mencionan que la temperatura de alineamiento también depende
del contenido de GC, ya que, gracias a la presencia de los 3 enlaces de hidrégeno
de este par de bases, se permite una mejor estabilidad de las moléculas de ADN.
Los cebadores de este estudio tienen 38.9% de GC, lo cual explicaria la
relativamente alta concentracién de Mg®* que se utiliza en el ensayo estandarizado

para mejorar la reaccion.

4.3.3 Concentracion de cebadores
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En cuanto a las diferentes concentraciones de cebadores se observo una mejor

amplificacion con 0.1 uM (Figura 19), sin la presencia de productos inespecificos

comparados con las otras concentraciones (datos no mostrados).
M 1 2 3 4

600 pp —P
500 pb —p»

4= 595 pb

Figura 19. Gel de agarosa al 1.5% revelado tras corrida electroforética de las
diferentes concentraciones de cebadores empleados para la PCR, con una
concentracion de MgCl, de 2 mM y una temperatura de alineamiento de 59°C

a) M: marcador de peso molecular (Tracklt™1Kb Plus DNA Ladder)

b) Carril 1: 0.1uM

c) Carril 2: 0.4uM

d) Carril 3: 0.8uM

e) Carril 4: Control negativo.

La concentracién de cebadores es uno de los componentes mas sensibles en el
ensayo de PCR, ademas de tomar en cuenta su concentracion en la reaccion, el
contenido de GC y numero de nucleoétidos es importante (Boonham et al. 2016).
Cuando existe una concentracion alta de cebadores puede ocasionar acumulacion
de productos inespecificos, generando dimeros de cebador. Por otro lado, cuando
existe una concentracion baja de cebadores, no se llevaria a cabo la amplificacion
del fragmento esperado (Wilson, 2014). El disefio del primer debe contener una
secuencia unica dentro del ADN a ser amplificado, para evitar que la secuencia se
una a lugares no deseados, mostrando mas de una banda. Para que exista una
adecuada unién de los cebadores a la cadena molde, la temperatura de
alineamiento es importante. En comparacion con el estudio acerca de la deteccion

de virus presentes en ajo mediante RT-PCR (Kumar et al.2010), se menciona que
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la concentracion de cebadores empleados fue de 0.2 uM, lo que permite que el

producto amplificado tenga una alta intensidad y sin la presencia de productos

inespecificos, con las mismas caracteristicas de secuencia.

Los parametros estandarizados para la deteccion del virus del mosaico del tomate
se detallan a continuacion:
Tabla 9.

Condiciones estandarizadas de la PCR

Reactivo Concentracion  Concentracion final
inicial
H,O - -
Buffer PCR 10X 1X
MgCl, 50mM 2mM
dNTP’s 10mM 0.2mM
Primer F 10 pM 0.1uM
Primer R 10uM 0.1uM
Taq polimerasa 5 U/l 1U/ul
cDNA - -
Volumen final 25ul

Tabla 10.
Perfil térmico del Programa PCR para los cebadores especificos
Proceso Temperaturas °C Tiempo Ciclos
Denaturalizacién inicial 95 2:00 1
Denaturalizacion 95 1:00
Alineamiento 59 1.00 35
Extension 72 1:00
Extensién Final 72 10:00 1
Final 4 0 1

4.4 Analisis de especificidad “in silico”

Al realizar la comparacién con otros virus (Figura 20, zona resaltada perteneciente
a los cebadores) se muestra que los cebadores empleados son especificos para el



38
virus del mosaico del tomate, ya que no coinciden en su totalidad con los pares de

bases de las secuencias analizadas correspondientes a otros virus,
especificamente en la zona perteneciente a los cebadores empleados en el
presente estudio.

Tabla 11.
Nombre de los diferentes virus empleados para realizar el alineamiento in silico
Numero Nombre del virus
1 Tomato mosaic virus complete genoma
2 Tomato mottle mosaic virus isolate CpB1 complete genoma
3 Tomato brown rugose fruit virus isolate Toml-Jo complete
genome
4 Tobacco mosaic virus isolate Zhenfeng complete genoma

BWN -

BWN -

Figura 20. Alineamiento de los extremos 5 y 3’ de las secuencias de virus que

afectan a solanaceas donde se muestra la zona de los cebadores (zona resaltada

perteneciente al cebador forward y cebador reverse).

4.5 Andlisis de muestras de campo

Se realiz6 la RT-PCR de muestras de campo con los cebadores especificos,
arrojando resultados negativos para todas las muestras empleadas de diferentes
cultivos (Figura 21). Cabe mencionar que previamente a las muestras se les
realizd un ensayo ELISA (datos no mostrados) y a pesar de que las muestras
presentaban sintomatologia caracteristica del virus, los resultados fueron
negativos. Mediante el analisis “in silico”, se determin6 que los cebadores tienen
una alta especificidad, por lo que se puede deducir que las muestras que no

amplificaron podrian estar relacionadas a otros virus.
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Figura 21. Gel de agarosa al 1.5% revelado tras corrida electroforética de las
diferentes muestras con las condiciones previamente estandarizadas (Tabla 9 y
10)

a) M: marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder)

b) C+: Control positivo

c) Carril 1-2: tomate de arbol

d) Carril 3-4: tomate rifidn

e) Carril 5-6: uvilla

f) Carril 7-8: naranjilla

g) Carril 9: papa

h) Carril 10-11: pimiento

i) Carril 12: Control negativo.

Finalmente, las condiciones estandarizadas de RT-PCR descritas en el presente
estudio, proporcionan una metodologia rentable, Util, precisa y conveniente para
su aplicacion en laboratorios de investigacion para la deteccién rapida del virus del
mosaico del tomate, permitiendo de esta manera un analisis de este virus en

varios cultivos.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La técnica de secuenciacion permitié corroborar que los amplicones obtenidos,
efectivamente corresponden al virus del mosaico del tomate, presentando un 99%

de identidad con las secuencias encontradas en la base de datos.

El método de deteccion para el virus del mosaico del tomate (ToMV) empleado en
el estudio es efectivo y nos permite amplificar la region de ARN polimerasa del
virus. Las condiciones estandarizadas en la técnica de PCR para la hibridacion
fueron: concentracion de MgCl, 2 mM, temperatura de alineamiento 59°C y
concentracion de cebadores de 0,1 uM, las cuales resultaron adecuadas dentro de
los rangos esperados para una PCR.

La especificidad de los cebadores es importante debido a que deben tener la
capacidad de poseer una secuencia Unica dentro del ADN a ser amplificado. Se
determind que los cebadores empleados para la amplificacion de la region de ARN
polimerasa dependiente de ARN del virus del mosaico del tomate (ToMV), poseen

una alta especificidad para la misma.

5.2 Recomendaciones

Plantear un método diagnéstico para el virus del mosaico del tomate (ToMV) con

una prueba de sensibilidad.

A partir de los datos obtenidos, desarrollar un método de deteccion del virus del

mosaico del tomate con RT-PCR en tiempo real.

Realizar estudios epidemiolégicos a nivel molecular para determinar la prevalencia
de este virus en plantas que se han afectadas por el virus del mosaico del tomate

en el territorio ecuatoriano.
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Anexo 1.
Secuencia consensada obtenida en el estudio del virus del mosaico del tomate
(ToMV).

TACGTCCATTGGGACATGGCTGTCTAGATCTCCGAAGAAATCTTCGATCTGAGCTGGTGTCTTTCTCGTAAA
GAACAAGAATCTGCTTGAGTCAATACTGTCAAGTAATTGCCTTGTAAGCTCACTGAAAAGAGGACCAAATAT
TGCGTTGATTTTCTTTGAATGATACACAATCGTTTGCAACGCTGGATATTCTGTCTGAATTGACAGATCCAGT
TTCTGCTTCGGTTGCGCTTTAATCATATGCCTGTACTGATCAACGGCTGGAAGATCCACAAAATCAAAATCG
GCCAACTGACCAATTGTGACTTGTTCTTGCTTTGCTATCCACCTATTGAGAGACTCTCTACTAAACAGTGAAA
AATTTTTGTTTGGTTTTCTTTTTTCCTTAAGTAAATAACTATCAAAAAACTTATCTACCACTAAAGATGCAGTA
TTTTCAATATCAACTACTCCGGACAACTCTGGTGAATTAAAATTTCTTTTAATCATCGCAACTAGATTTTCCAA
CAGTCCAGTCTGGCGAGGCATTTCTGCCGCCGTTCGTACCATCGGTATTAAAGTTG

Anexo 2.
Secuencia de la base de datos de NCBI con 100 % de identidad con la secuencia
consensada obtenida en el estudio del virus del mosaico del tomate (ToMV).

>KJ160239.1 Tomato mosaic virus strain To52 RNA-dependent RNA polymerase gene,
partial cds
ATCATTGGAGATTTAGGACGGGCAGGTAGTTACTTATTGGACATGTACAAAGTGGATG
CCGGTACTCAATAGCGATTACAGGTCGACTCTGTGTTTAAAAATTTCAATCTTTTTGTA
TCAGCTTCAAAGACTGGAGATATATCTGATATGCAATTTTACTATGATAAATGTCTTCC
AGGGAACAGCACGTTGTTGAACAACTACGACGCTGTTACCATGAAATTGACTGACATT
TCTCTGAATGTCAAAGATTGCATATTAGATATGTCTAAGTCTGTAGCTGCTCCGAAAGA
TGTCAAACCAACTTTAATACCGATGGTACGAACGGCGGCAGAAATGCCTCGCCAGAC
TGGACTGTTGGAAAATCTAGTTGCGATGATTAAAAGAAATTTTAATTCACCAGAGTTGT
CCGGAGTAGTTGATATTGAAAATACTGCATCTTTAGTGGTAGATAAGTTTTTTGATAGT
TATTTACTTAAGGAAAAAAGAAAACCAAACAAAAATTTTTCACTGTTTAGTAGAGAGTC
TCTCAATAGGTGGATAGCAAAGCAAGAACAAGTCACAATTGGTCAGTTGGCCGATTTT
GATTTTGTGGATCTTCCAGCCGTTGATCAGTACAGGCATATGATTAAAGCGCAACCGA
AGCAGAAACTGGATCTGTCAATTCAGACAGG

Anexo 3.
Secuencia del genoma completo del virus del mosaico del tomate (ToMV).

>AF332868.1 Tomato mosaic virus isolate Queensland, complete genome
GTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAACAAACAACAACAACATTACATTTTACATT
CTACAACTAAATGGCATACACACAAACAGCCACATCGTCCGCTTTGCTTGAGACCGTC
CGAGGTAACAATACCTTGGCAACGATCTTGCAAAGCGGCGTCTATATGACACAGCGG
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TAGATGAATTTAATGCTAGGGACCGCAGGCCAAAGTCAATTTTTCCAAAGTAGTAAGC

GAAGAACAGACGCTTATTGCAACCAAAGCCTACCCAGAATTCCAAATTACATTCTACA
ACACGCAGAATGCTGTGCATTCCCTTGCAGGCGGTCTCCGATCATTAGAATTGGAATA
TCTGATGATGCAAATTCCCTACGGATCATTGACATATGATATCGGAGGTAATTTTGCAT
CTCATCTGTTCAAAGGGCGAGCATACGTTCACTGCTGTATGCCGAATCTAGATGTCCG
CGACATAATGCGGCACGAGGGCCAAAAGGACAGTATTGAACTATACCTTTCTAGGCT
CGAGAGGGGCAACAAACATGTCCCAAATTCCAAAAGGAAGCTTTCGACAGATACGCT
GAAATGCCAAACGAAGTAGTCTGTCACGATACTTTCCAAACGTGTAGGCATTCTCAAG
AATGTTACACGGGAAGAGTGTATGCTATTGCTTTGCATAGTATATACGATATACCTGC
CGACGAGTTCGGCGCGGCACTGCTGAGAAAGAATGTACATGTATGTTATGCCGCTTT
CCACTTTTCCGAGAATTTACTTCTCGAAGATTCACACGTCAACCTCGATGAGATCAAT
GCATGTTTCCAAAGAGATGGAGACAGGTTGACTTTTTCCTTTGCATCTGAGAGTACTC
TTAATTATAGTCATAGTTATTCTAATATTCTTAAGTATGTTTGCAAAACTTACTTCCCAG
CCTCTAATAGAGAGGTTTACATGAAGGAGTTTTTAGTAACTAGAGTTAATACCTGGTTT
TGTAAATTTTCTAGAATAGATACTTTCTTATTGTACAAAGGTGTAGCGCATAAGGGTGT
AGATAGTGAGCAGTTTTACAAGGCTATGGAAGACGCATGGCACTACAAAAAGACTCTT
GCGATGTGCAACAGTGAAAGAATCTTGTTAGAGGATTCTTCATCAGTTAATTACTGGT
TTCCAAAAATGAGGGATATGGTGATAGTTCCACTATTTGACATATCTCTCGAGACTAGT
AAAAGAACACGCAAAGAGGTCTTAGTTTCAAAGGACTTTGTTTATACAGTGTTAAATCA
CATTCGTACGTACCAGGCCAAAGCGCTTACTTACTCCAACGTGTTATCTTTCGTCGAA
TCAATTCGTTCGAGAGTGATCATTAACGGGGTTACTGCCAGGTCTGAGTGGGATGTC
GATAAATCATTATTACAGTCCTTGTCGATGACGTTCTTCCTACATACCAAGCTTGCCGT
TCTGAAAGACGATCTTTTGATTAGCAAGTTTGCACTTGGACCAAAAACTGTCTCACAA
CATGTGTGGGATGAGATTTCCCTAGCTTTCGGCAATGCTTTCCCATCGATCAAGGAAA
GATTGATAAACCGGAAACTGATCAAAATTACGGAGAATGCGTTAGAGATCAGGGTGC
CCGATCTTTATGTCACTTTCCATGATAGGTTAGTTTCTGAGTACAAAATGTCAGTGGAC
ATGCCGGTGCTAGACATTAGGAAAAAGATGGAAGAAACTGAGGAAATGTACAATGCA
CTGTCCGAACTGTCTGTACTTAAAAATTCAGACAAGTTCGATGTTGATGTTTTTTCCCA
GATGTGCCAATCTTTAGAAGTTGATCCAATGACTGCAGCAAAGGTAATAGTAGCAGTT
ATGAGCAACGAGAGTGGTCTTACTCTCACGTTTGAACAGCCCACCGAAGCTAATGTT
GCGCTAGCATTGCAAGATTCTGAAAAGGCTTCTGATGGGGCGTTGGTAGTTACCTCA
AGAGATGTTGAGGAACCGTCCATAAAGGGTTCGATGGCCCGTGGTGAGTTACAATTG
GCCGGATTATCTGGCGACGTTCCTGAATCTTCATACACTAGGAGCGAGGAGATTGAG
TCTCTCGAGCAGTTTCATATGGCAACAGCTAGTTCGTTAATTCATAAGCAGATGTGTT
CGATCGTGTACACGGGCCCTCTTAAAGTTCAACAAATGAAAAACTTTATAGACAGCCT
GGTAGCCTCGCTCTCTGCTGCGGTGTCGAATCTAGTGAAGATCCTAAAAGATACAGC
CGCGATTGACCTTGAAACTCGTCAAAAGTTCGGAGTTCTGGATGTTGCTTCGAAAAGG
TGGCTAGTTAAACCATCCGCAAAGAACCATGCATGGGGGGTTGTTGAGACTCATGCG
AGGAAATATCACGTCGCATTACTGGAGCACGATGAATTTGGCATTATTACGTGCGATA
ACTGGCGACGGGTGGCTGTGAGTTCTGAGTCGGTAGTATATTCTGATATGGCTAAAC
TCAGGACTCTGAGAAGATTGCTCAAAGATGGAGAACCACACGTTAGTTCAGCAAAGG
TGGTTTTGGTGGATGGCGTTCCAGGGTGCGGGAAGACAAAGGAAATTCTTTCGAGAG
TTAATTTCGAAGAAGATCTAATTCTTGTCCCTGGTCGTCAAGCTGCCGAGATGATCAG
AAGAAGAGCTAATGCGTCGGGCATAATAGTGGCTACAAAGGATAATGTGCGCACCGT
CGATTCATTTTTGATGAATTACGGGAAAGGGGCACGCTGTCAGTTCAAAAGATTGTTC
ATAGACGAAGGTTTGATGCTGCATACTGGTTGTGTGAATTTCTTGGTTGAAATGTCTC
TGTGCGATATTGCATATGTTTATGGAGACACCCAACAAATTCCGTACATCAACAGAGT
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AACTGGTTTCCCGTACCCTGCGCACTTTGCAAAATTGGAGGTCGACGAAGTCGAAAC

AAGAAGAACTACTCTTCGCTGTCCGGCTGATGTCACACACTTCCTAAATCAAAGGTAT
GAAGGACACGTAATGTGCACGTCTTCTGAAAAGAAATCAGTTTCCCAGGAAATGGTTA
GTGGGGCTGCGTCTATCAATCCTGTGTCCAAGCCGCTTAAAGGGAAAATTTTGACTTT
CACACAGTCTGACAAGGAGGCCCTTCTCTCAAGGGGCTACGCAGATGTCCATACTGT
ACATGAGGTACAAGGTGAGACTTATGCAGACGTATCGTTAGTTCGACTAACACCTACG
CCTGTATCTATCATCGCAAGAGACAGTCCGCATGTTCTGGTCTCGTTGTCAAGACACA
CAAAATCCCTAAAGTACTACACCGTTGTGATGGATCCTTTAGTTAGTATCATTAGAGAT
TTAGAACGGGTTAGTAGTTACTTATTAGACATGTACAAAGTAGATGCAGGTACTCAATA
GCAATTACAGGTCGACTCTGTGTTTAAAAATTTCAATCTTTTTGTAGCAGCTCCAAAGA
CTGGAGATATATCTGATATGCAATTTTACTATGATAAGTGTCTTCCTGGGAACAGCAC
GTTGTTGAACAACTACGACGCTGTTACCATGAAATTGACTGACATTTCTCTGAATGTCA
AAGATTGCATATTAGATATGTCTAAGTCTGTAGCTGCTCCGAAAGATGTCAAACCAAC
TTTAATACCGATGGTACGAACGGCGGCAGAAATGCCTCGCCAGACTGGACTGTTGGA
AAATCTAGTTGCGATGATTAAAAGAAATTTTAATTCACCAGAGTTGTCCGGAGTAGTTG
ATATTGAAAATACTGCATCTTTAGTGGTAGATAAGTTTTTTGATAGTTATTTACTTAAGG
AAAAAAGAAAACCAAACAAAAATTTTTCACTGTTTAGTAGAGAGTCTCTCAATAGGTGG
ATAGCAAAGCAAGAACAAGTCACAATTGGTCAGTTGGCCGATTTTGATTTTGTGGATC
TTCCAGCCGTTGATCAGTACAGGCATATGATTAAAGCGCAACCGAAGCAGAAACTGG
ATCTGTCAATTCAGACAGAATATCCAGCGTTGCAAACGATTGTGTATCATTCAAAGAAA
ATCAACGCAATATTTGGTCCTCTTTTCAGTGAGCTTACAAGGCAATTACTTGACAGTAT
TGACTCAAGCAGATTCTTGTTCTTTACGAGAAAGACACCGGCTCAGATCGAAGATTTC
TTCGGAGATCTAGACAGTCATGTCCCAATGGACGTACTTGAGTTGGATGTTTCGAAGT
ATGATAAGTCTCAAAACGAGTTTCATTGTGCTGTTGAGTACGAAATCTGGAGGAGACT
GGGTCTGGAGGATTTCTTGGCAGAAGTGTGGAAACAAGGGCATAGAAAAACCACCCT
GAAAGATTACACTGCTGGTATAAAAACGTGTTTATGGTACCAGAGAAAGAGTGGTGAT
GTTACAACTTTTATCGGTAATACCGTCATCATTGCTTCGTGTCTTGCATCAATGCTCCC
GATGGAAAAATTGATAAAAGGAGCCTTCTGCGGAGATGACAGTTTGTTGTACTTTCCT
AAGGGTTGTGAGTATCCCGATATACAACAAGCTGCCAATCTAATGTGGAATTTTGAGG
CCAAACTGTTCAAGAAGCAATATGGGTACTTCTGCGGGAGGTACGTGATTCATCACG
ATAGAGGTTGCATAGTATACTACGACCCTTTGAAGCTGATTTCGAAACTTGGTGCTAA
ACACATCAAGGATTGGGATCATTTGGAGGAGTTCAGAAGATCCCTCTGTGATGTTGCT
GAGTCGTTGAACAATTGCGCGTATTACACACAATTGGACGACGCTGTTGGGGAGGTT
CATAAAACCGCCCCACCTGGTTCGTTTGTTTATAAGAGTTTAGTTAAGTATTTGTCAGA
TAAAGTTTTGTTTAGAAGTTTATTTCTTGATGGCTCTAGTTGTTAAAGGTAAGGTAAATA
TTAATGAGTTTATCGATCTGTCAAAGTCTGAGAAACTTCTCCCGTCGATGTTCACGCC
TGTAAAGAGTGTTATGGTTTCAAAGGTTGATAAGATTATGGTCCATGAAAATGAATCAT
TGTCTGAAGTAAATCTCTTAAAAGGTGTAAAACTTATAGAAGGTGGGTATGTTTGCTTA
GTCGGTCTTGTTGTGTCCGGTGAGTGGAATTTACCAGATAATTGCCGTGGTGGTGTG
AGTGTCTGCATGGTTGACAAGAGAATGGAAAGAGCGGACGAAGCCACACTGGGGTC
ATATTACACTGCTGCTGCTAAAAAGCGGTTTCAGTTTAAAGTGGTCCCAAATTACGGT
ATTACAACAAAGGATGCAGAAAAGAACATATGGCAGGTCTTAGTAAATATTAAAAATGT
AAAAATGAGTGCGGGCTACTGCCCTTTGTCATTAGAATTTGTGTCTGTGTGTATTGTTT
ATAAAAATAATATAAAATTGGGTTTGAGGGAGAAAGTAACGAGTGTGAACGATGGAGG
ACCCATGGAACTTTCAGAAGAAGTTGTTGATGAGTTCATGGAGAATGTTCCAATGTCG
GTTAGACTCGCAAAGTTTCGAACCAAATCCTCAAAAAGAGGTCCGAAAAATAATAATA
ATTTAGGTAAGGGGCGTTCAGGCGGAAGGTCTAAACCAAAAAGTTTTGATGAAGTTGA
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AAAAGAGTTTGATAATTTGATTGAAGATGAAGCCGAGACGTCGGTCGCGGATTCTGAT
TCGTATTAAATATGTCTTACTCAATCACTTCTCCATCGCAATTTGTGTTTTTGTCATCTG
TATGGGCTGACCCTATAGAATTGTTAAACGTTTGTACAAATTCGTTAGGTAACCAGTTT
CAAACACAGCAAGCAAGAACTACTGTTCAACAGCAGTTCAGCGAGGTGTGGAAACCT
TTCCCTCAGAGCACCGTCAGATTTCCTGGCGATGTTTATAAGGTGTACAGGTACAATG
CAGTTTTAGATCCTCTAATTACTGCGTTGCTGGGGGCTTTCGATACTAGGAATAGAAT
AATCGAAGTAGAAAACCAGCAGAGTCCGACAACAGCTGAAACGTTAGATGCTACCCG
CAGGGTAGACGACGCTACGGTTGCAATTCGGTCTGCTATAAATAATTTAGTTAATGAA
CTAGTAAGAGGTACTGGACTGTACAATCAGAATACTTTTGAAAGTATGTCTGGGTTGG
TCTGGACCTCTGCACCTGCATCTTAAATGCATAGGTGCTGAAATATAAATTTTGTGTTT
CTAAAACACACGTGGTACGTACGATAACGTACAGTGTTTTTCCCTCCACTTAAATCGA
AGGGTAGTGTCTTGGAGCGCGCGGAGTAAACATATATGGTTCATATATGTCCGTAGG
CACGTAAAAAAGCGAGGGATTCGAATTCCCCCGGAACCCCCGGTTGGGGCCCA




