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RESUMEN

En los cantones Guachapala y Paute, provincia del Azuay, Solanum betaceum (tomate de
arbol), es un frutal ampliamente cultivado y base de la economia local. Al igual que otros cultivos,
su rendimiento se ha visto afectado por diferentes patdgenos, tales como: bacterias, hongos, etc.
Adicional a estos problemas, se ha observado sintomas propios de enfermedades virales, sin
embargo, no se ha realizado estudios que permitan conocer el origen etioldgico de los mismos.
Este estudio diagnosticé de manera sintomatoldgica los virus fitopatdgenos en tomate de arbol en
los cantones Paute y Guachapala. En primera instancia, se recolect6 foliolos con sintomatologia
comun de virosis (amarillamiento, mosaicos, deformacion, ampollamiento y moteado). Luego, de
cada localidad productora de tomate, se obtuvo su correspondiente aislado viral, y se inocul6 en
plantulas sanas. Los sintomas se desarrollaron durante ocho semanas y se procedié con el
respectivo analisis morfoldgico y molecular. Morfolégicamente, se analizd la incidencia y
severidad de cada sintoma, en donde se observé que la deformacion de lamina foliar fue el sintoma
que se presentd con la mayor incidencia, 69,52%, seguido por ampollamiento, 54.35%. En el caso
de: mosaicos, clorosis y moteados, la incidencia observada fue: 49,92%, 50% y 51,36%,
respectivamente. Segun la literatura, los sintomas inducidos por los diferentes aislados virales
corresponden a enfermedades de origen viral, siendo el PLRV y PVY los principales agentes
causales de todos los sintomas analizados. A excepcion de la deformacion foliar, se ha relacionado
el AMV con los otros sintomas evaluados y es posible que el ampollamiento observado sea
producto de la interaccion entre tres agentes causales: PLRV, PVY y ToMV. En el estudio no se

observé amplificacion con ningun cebador evaluado.

Palabras clave: Virosis. Complejo viral. Incidencia. Severidad.
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ABSTRACT

In the cantons Guachapala and Paute, Solanum betaceum (tomate de &rbol), is a fruit tree
highly cultivated, and base of local economy. Just like another crops, the performance of this crop
has been affected by different pathogens, such as: bacteria, fungus, etc. In addition to this
problems, viral diseases symptoms has been observed, nevertheless, there are not studies that
afford to know the etiological origin of theses. This research diagnosed by the molecular and the
symptomatic way the phytopatogens viruses in tomato tree in the cantons Guachapala and Paute.
Firstly, leaves with the most common symptoms of virosis were collected (chlorosis, mosaics, leaf
deformation, blistering and mottling). Then of each tomato producer locality, a viral isolated were
obtained and, it was inoculated in healthy seedling plants. The symptoms were development for
eight weeks and after that, the morphological and molecular analysis was carried out.
Morphological, the incidence and severity of each symptom was analyzed, where the leaf
deformation was the symptom with the higher incidence 69,52% follow by blistering 54,35%. In
the case of mosaics, chlorosis and mottles, the higher incidence observed was: 49,92%, 50% and
51,36%, respectively. According to the literature, the inducted symptoms by the different viral
isolates belongs to viral diseases being the PLRV and PVY the main causals agents of all the
analyzed symptoms. With the exception of leaf deformation, the AMV has been related with the
others symptoms analyzed, and it is possible that the blistering is the product of the interaction

between three causal agents: PLRV, PVY and ToMV. In this study, no one amplification was

observed with the primers used.

Key words: Virosis. Viral complex. Incidence. Severity.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIAS

RT Transcriptasa inversa o retro transcriptasa
PCR Reaccion de la cadena Polimerasa

PLRV Polerovirus

CMV Cucumovirus

ToMV Tobamovirus

ToRSV Nepovirus

TSWV Tospovirus

PVY Potyvirus

TamMV Potyvirus

AMV Alfamovirus
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1. INTRODUCCION

Solanum betaceum es un arbol frutal originario de las selvas amazonicas de Bolivia, sin
embargo, su cultivo se encuentra distribuido a lo largo de la cordillera de los Andes, siendo
Ecuador y Colombia, los principales referentes de produccion a nivel mundial (Calvo, 2009).

En el Ecuador, las principales zonas productoras estan ubicadas a lo largo de la sierra
ecuatoriana, destacando las provincias de: Pichincha, Tungurahua y Azuay. En esta Gltima, los
principales cantones productores son: Guachapala, El Pan, Paute y Gualaceo (Cordova, 2004).

Al igual que otros cultivos, la produccion de S. betaceum se ha visto disminuida por el
ataque de diversas plagas y enfermedades. Los principales problemas fitosanitarios reportados
son: antracnosis generada por Colletotrichum tamarilloi, muerte descendente causada por
Fusarium oxysporum y nudo de la raiz causada por el nematodo Meloidogyne incognita.
Estudios actuales indican la incidencia de complejos virales en el cultivo (Castro, Palacios, &
Diaz, 2020).

Espinoza et al., (2017) realizaron estudios de identificacion morfologica y molecular de
virus, aqui observaron la incidencia de algunos agentes causales, tales como: PVY, (Potato Virus
Y), PLRV, (Potato Leaf Roll Virus) y ToMV (Tomato Mosaic Virus). Adicionalmente
comprobaron que los sintomas inducidos por estos virus fueron: amarillamiento, mosaicos,
deformacion foliar y ampollamiento.

De manera similar, estudios realizados por Duque, Marin & Gutiérrez (2017), indican
que morfolégicamente una planta de S. betaceum colonizada por virus presenta algunos sintomas
como: deformacion defoliar, mosaicos rugosos, nervaduras hinchadas, ampollas foliares de color

verde oscuro, clorosis y moteados foliares.

Mariuxi Elizabeth Avila — José Eduardo Bermeo 15
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En la provincia del Azuay no se ha realizado estudios de identificacién molecular y
morfoldgica de virus en S. betaceum, consecuentemente no se ha podido identificar los agentes
virales presentes en las diferentes zonas productoras, y los sintomas que estos generan en el
tomate de arbol. Estas evidencias justifican un estudio morfoldgico y molecular que permita

identificar si uno o algunos de los virus antes reportados en el pais, estan presentes en las zonas

productoras de tomate de los cantones Paute y Guachapala, provincia del Azuay.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general.

— Diagnosticar las enfermedades virales presentes en S. betaceum en la provincia

del Azuay.

2.2. Objetivos especificos.

— Evaluar los sintomas que estos virus generan en la planta de S. betaceum.
— Identificar mediante RT-PCR, con cebadores especificos los agentes virales que
se encuentran en zonas productoras de tomate de arbol en el cantdn Paute y

Guachapala.

3. HIPOTESIS

¢La virosis en tomate de &rbol en la provincia del Azuay es producida por un complejo

viral?

Mariuxi Elizabeth Avila — José Eduardo Bermeo
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Generalidades de Solanum betaceum

S. betaceum, conocido como tomate de &rbol en Ecuador o tamarillo en Colombia es un
arbusto semilefioso de aproximadamente 2 metros de altura. Presenta una raiz pivotante y
foliolos de forma acorazonada, ligeramente pubescentes y de consistencia carnosa. Los frutos
son bayas de forma ovoidea con terminacion apical puntiaguda y su coloracion puede variar

entre amarillo y anaranjado (Calvo, 2009).

4.2 Tomate de Arbol en Ecuador

Las principales zonas productoras de tomate en el Ecuador estan ubicadas a lo largo de la
Sierra ecuatoriana. Segun el ultimo Censo Agropecuario, existe una superficie cultivada de 4092
hectareas repartidas entre las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha, Azuay, Cotopaxi,
Tungurahua y Napo, con una produccion nacional de 13,8 toneladas/ha (Leon, Diaz, & Cevallos,

2004).

En la provincia del Azuay, los principales cantones productores de tomate son: Paute,
Guachapala, El Pan y Sevilla de Oro, con una superficie sembrada de 591 ha (Diaz, Crespo,
Barrio, & Hernandez, 2014). Segun Maita (2011), el cultivo de tomate de arbol es muy
susceptible al ataque de plagas y enfermedades. En la provincia del Azuay, las enfermedades
mas frecuentes son “ojo de pollo” causado por el hongo Colletotrichum tamarilloi, “lancha”

causada por Phytophthora sp y la mancha negra causada por Fusarium solani. Las plagas

Mariuxi Elizabeth Avila — José Eduardo Bermeo 17
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limitantes del cultivo son Leptoglossus zonatus (chinchorros), Tetranychus sp (&caros) y el

nematodo Meloidogyne incognita.

4.3 Virus en Solanaceas

En el cultivo de Solanum tuberosum (papa), los virus que limitan la produccion son:
Polerovirus (PLRV), Cucumovirus (CMV), Tobamovirus (ToMV), Nepovirus (TORSV),
Tospovirus (TSWV), Potyvirus (PVA, PVY, TamMV) Alfamovirus (AMV) y PVX. Sin

embargo, estos virus también afectan al cultivo de tomate de arbol (Pérez & Cruz, 2017).

Revelo et al., (2008) mencionan que, en Ecuador, los virus que generan mayor dafo a los

cultivos de plantas solanéceas son: virus mosaico del tamarillo (TamMV) y el virus de la

marchitez manchada del tomate (TSWV). Estos virus se encuentran formando un complejo

viral, mismo que deriva en la marchitez manchada del tomate, conocida como Mancha aceitosa o

bronceado del tomate de arbol.

4.3.1. Polerovirus (PLRV)

Este virus pertenece a la familia Luteoviridae, género Polerovirus; su localizacion se
encuentra restringida al floema, en esta zona causa necrosis mas 0 menos aparente, se puede
revelar su presencia por tincion con anilina azul callosa. En la planta produce una clorosis
intervenal y enrollamiento hacia arriba de las hojas apicales, su principal mecanismo de
trasmision es por vectores como pulgones, siendo citado Myzus persicae y Macrosiphum

euphorbiae (Jaramillo, Alvarez, & Marin, 2013).
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4.3.2. Cucumovirus (CMV)

Pertenece a la familia Bromoviridae, género Cucumovirus; en la planta de tomate genera
enanismo, deformacion de hojas, mosaicos de color amarillo y reduccién de la lamina foliar
Ilegando al filimorfismo. Sus vectores de transmision son los afidos, siendo Aphis gossypii y

Myzus persicae los principales transmisores (Palacio, 2010).

4.3.3. Tobamovirus (ToMV)

Virus del mosaico del tomate, la sintomatologia que genera este virus es un mosaico de
coloracion que varia entre el verde oscuro y el verde amarillento, mismo que degenera en la
reduccion de la 1dmina foliar. En el fruto también genera mosaicos, maduracion irregular, areas
de pulpa acorchada y necrosis subepidérmicas, conocidas como “goma”. Este virus se transmite

por inoculacion mecénica, por contacto entre plantas y semilla (Palacio, 2010).

4.3.4. Nepovirus (ToRSV)

Este virus es conocido como virus del anillado necrotico del tomate. Pertenece a la
familia Secoviridae, y es transmitido mecanicamente. En la naturaleza, muchos de los nepovirus
son transmitidos por nematodos, principalmente por los géneros Longidorus y Xiphinema,
también son trasmitidos por semilla, polen, trips, escarabajos, pulgas, grillos, afidos y acaros; sin
embargo, muchos nepovirus no tienen un vector conocido de transmision (Jaramillo, Alvarez, &

Marin, 2013).
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4.3.5. Tospovirus (TSWV)

Conocido como virus del bronceado del tomate, pertenece a la familia Bunyaviridae, y al
género Tospovirus. Por ende, uno de sus principales sintomas es el bronceado de las hojas
jovenes, seguido del marchitamiento. Si este virus se presenta en plantulas, estas tienden a
morir. También presenta amarillamiento y manchas anilladas. La transmision se da mediante
tisandpteros de manera persistente circulativa propagativa, Frankliniella occidentalis,

Frankliniella schultzei, Frankliniella fusca y Trips tabaci (Palacio, 2010).

4.3.6. Virus Y de la papa (PVY)

Pertenece a la familia Potyviridae, género Potyvirus; los sintomas que produce son:
necrosis de las nervaduras visibles en el envés de las hojas, genera también un mosaico rugoso
en las hojas nuevas. Segun Pérez et al., (2017) citado por Veldsquez, Reveles, & Chew, (2013),

la Gnica manera por la cual se disemina el PVY en el campo, es por medio de &fidos.

4.3.7. Virus X de la papa (PVX)

Perteneciente a la familia Flexiviridae, género Potexvirus, este virus se puede encontrar
en cultivos de pimiento, tomate de arbol, papa, tabaco, berenjena y es mas frecuente en el cultivo

de la papa (Palacio, 2010).

Es considerado un virus leve, pues produce pérdidas de cosecha del orden del 5 al 10%,
sin embargo, puede llegar a presentar problemas muy serios al presentar infecciones mixtas con
otros virus, tal es el caso con el virus PVY. Los sintomas mas frecuentes son clorosis, mosaicos

y reduccién en el tamafio de la hoja (Palacio, 2010).

Mariuxi Elizabeth Avila — José Eduardo Bermeo 20



5E% UNIVERSIDAD DE CUENCA
(==

4.3.8. Tamarillo Malformation Virus (TaMV)

Es transmitido de manera no persistente por el &fido Myzus persicae, por inoculacion
mecanica, por injerto, pero no por contacto entre hospederos, semilla sexual o polen (Jaramillo et
al., 2013). El sintoma mas visible son las ampollas y la deformacion foliar (Espinoza, Viera,

Debut, Vasquez, & Ayala, 2017).

4.3.9. Alfalfa Mosaic Virus (AMV)

Este virus pertenece a la familia Bromoviridae, género Alfamovirus, posee diversos
hospederos incluyendo 305 especies en 47 familias, por ejemplo, en leguminosas, cucurbitaceas
y solanéceas. Los sintomas mas frecuentes de este virus son el enanismo y malformaciones con
moteado, bronceado de las yemas terminales foliolos curvados hacia abajo, necrosis de la

nervadura y manchas necroticas en hojas (Pérez & Cruz, 2017).

4.4 Retro Transcriptasa Reaccion en Cadena de la Polimerasa

El protocolo RT-PCR es una técnica de identificacion molecular utilizada en la deteccion
e identificacién de microorganismos. Esta técnica es una reaccién térmica que amplifica
millones de veces una secuencia especifica de acido desoxirribonucleico (ADN) que
posteriormente puede ser observada en geles de agarosa (Diaz, Crespo, Barrio, & Hernandez,

2014).

En el estudio de virus, esta técnica molecular requiere de una cadena molde a base de
acido ribonucleico mensajero (ARNm), posteriormente, mediante el uso de la enzima

transcriptasa reversa, se convierte el ARNm en ADN complementario (MarcadorDePosicionl).
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Las etapas posteriores de esta técnica molecular, corresponden a la reaccion en cadena de la

polimerasa, a saber, desnaturalizacion, hibridacion y extension (Pérez A. , 2011).

4.5. Identificacion molecular de virus en Solanum betaceum

En el Ecuador, Espinoza et al., (2017) realizaron estudios de identificacién molecular de
virus mediante RT-PCR en las principales zonas productoras de tomate del pais (Pichinchay
Tungurahua), en estas localidades pudieron identificar los siguientes virus: virus Y de la papa

(PVY), polero virus (PLRV) y virus mosaico del tomate (ToMV).

Estos autores determinaron que, tanto el virus Y de la papa como el virus mosaico del
tomate y el virus del enrollamiento de la papa, se encuentran formando complejos virales. En
este caso, la sintomatologia observada fue ampollamiento en hojas, mientras que al PLRV se le
atribuyé deformaciones foliares acompafiado de manchas de apariencia aceitosa (Espinoza,

Viera, Debut, Vasquez, & Ayala, 2017).

Al igual que Ecuador, Colombia es considerado uno de los mayores productores de
tomate en el mundo, en este sentido, Jaramillo et al., (2013) realizaron estudios de identificacion

molecular de virus en las principales localidades productoras de tomate de Colombia.

En estos lugares pudieron determinar los siguientes agentes virales: virus mosaico de la
alfalfa (AMV), virus mosaico de las cucurbitaceas (CMV), virus mosaico de tamarillo (TaMV),
virus mosaico del tomate (ToMV), virus de la marchitez del tomate (TSWV), virus de la mancha
anular del tomate (TORSV), Polerovirus (PLRV), virus Y de la papa (PVY) y virus mosaico del

tabaco (TMV) (Jaramillo, Alvarez, & Marin, 2013).
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En este mismo estudio, mencionados autores describieron los siguientes sintomas: una
planta infectada por el virus mosaico del tamarillo (TaMV) expresa principalmente moteado y
bandeamiento entre las nervaduras de la hoja, por otra parte, el virus mosaico de las

cucurbitaceas (CMV) genera en la planta de tomate manchas oscuras y anillos en hojas y frutos

(Jaramillo, Alvarez, & Marin, 2013).

Adicionalmente, el virus mosaico de la alfalfa (AMV), es responsable de causar un
mosaico amarillo brillante acompafiado de bandeamiento entre las nervaduras, pero segin estos
autores, no afecta el fruto. El virus de la marchitez del tomate (TSWV) ha sido asociado a la
necrosis del fruto, mientras que el virus mosaico del tomate (ToOMV) genera mosaicos en las

hojas, y en ocasiones, genera distorsion de hojas jovenes (Jaramillo, Alvarez, & Marin, 2013).

En estudios similares de identificacion molecular de virus, realizados por Rodriguez et
al., (2011) en Narifio, Colombia se identifico el virus Y de la papa (PVY), Polerovirus (PLRV) y

virus mosaico del tomate (ToMV).

De la misma manera, mencionados autores pudieron definir los sintomas causados por
estos agentes virales. Aqui encontraron una sintomatologia general marcada por mosaicos
foliares acompafiados por ampollas, al mismo tiempo, los brotes nuevos presentaron
deformaciones en color, forma y consistencia, acompafiado de manchas con apariencia necrotica
y aceitosa. A su vez, se pudo constatar que, en estados avanzados de infeccion, dichos virus
generan defoliacion y reduccion de crecimiento de la planta (Rodriguez, Jaramillo, Lagos,

Gutiérrez, & Marin, 2011).
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Para el estudio en cuestion, segun los investigadores anteriormente citados, se puede
conceptuar la idea de que todos estos estudios llevan a un mismo resultado dentro del contexto
de sintomatologia e identificacion molecular de virus. Estas evidencias resaltan la posibilidad de

incidencia viral en ambos paises por ubicacion geogréafica y condiciones climaticas similares.

De acuerdo a la revision literaria realizada, se ha podido evidenciar que, tanto en
territorio nacional, como en zonas aledafias productoras de tomate, se encuentran presentes
complejos y cepas virales que limitan la produccion, y, por ende, el desarrollo de las zonas
rurales productoras. Estas evidencias respaldan un estudio que permita diagnosticar las
enfermedades virales en el cultivo de tomate en el canton Paute y Guachapala, provincia del
Azuay, asi como la sintomatologia que este arbol presenta ante la colonizacién de estos

patogenos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Area de estudio.

El presente trabajo investigativo se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular

de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, sector Yanuncay,
coordenadas UTM (-2.9201568,-79.025173), altura: 2567 msnm. (Figura 1). La investigacion

en campo se llevd a cabo en los cantones de Guachapala y Paute de la Provincia del Azuay,

coordenadas (-2.784265, -78.764240); (-2.768804, -78.712042), respectivamente. En estos sitios

se escogieron seis fincas productoras de tomate para la recoleccion del material vegetal (Figura

2).

MAPA DE UBICACION POLITICA — PROVINCIAL DEL AREA DE ESTUDIO

Ecuador - del Axuay

Mapa de ubicaciéon del experimento

Simbologia

3 Prov. Azuay

mm Cant Cuenca

@® Cienc. Agropecuanas

Figura 1. Ubicacion de Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad de Cuenca.

Fuente: Instituto Geogréafico Militar
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PROVINCIA DEL AZUAY

Cantones del Azuay en estudio
I Paute
I Guachapala

Figura 2. Mapa de ubicacién politica de los cantones del Azuay en Estudio.

Fuente: Autores

5.2. Metodologia Objetivo Especifico 1.

Evaluar los sintomas que estos virus generan en la planta de S. betaceum.

5.2.1. Establecimiento Vegetal.

En el invernadero 2 de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de
Cuenca, se procedid a sembrar semillas de S. betaceum en una bandeja germinadora de
dimensiones 3x3x5. El sustrato de germinacion fue turba estéril. EI control de humedad se
realiz6 mediante riego diario durante un mes, tiempo en el que las semillas emergieron del
sustrato. Después de este tiempo se procedio a trasplantar las plantulas en tarrinas plasticas de un

litro. En esta actividad se realizé primeramente la desinfeccion del sustrato por temperatura, para
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esto se coloco el sustrato en tarrinas de aluminio en una autoclave marca “Tuttnaver” a 65°C,

durante tres horas y media.

5.2.2. Recoleccion de Aislados Virales

En el canton Guachapala, se visito tres localidades productoras de tomate de arbol: Granja
Experimental EI Romeral, Hacienda San Diego y Finca productora Tigre, se procedio de manera
similar en el canton Paute: Finca Orellana, Finca Agarroba y Finca Uzhupud.

Tabla 1

Localidades productoras de donde se obtuvo el material vegetal para el estudio.

Localidad Canton Coordenada X  Coordenada Y
Granja Experimental EI Romeral Guachapala 753871.33 9694140.44
Hacienda San Diego Guachapala 753239.01 9693929.48
Finca Tigre Guachapala 754192.48 9692934.38
Finca Orellana Paute 749904.49 9692970.43
Finca Agarroba Paute 749063.86 9691127.35
Finca Uzhupud Paute 747772.33 9686804.92

Fuente: Autores

En estas localidades se recolectdé material vegetal, especificamente hojas con los sintomas

mas comunes de virosis: mosaicos, amarillamiento, deformacién laminar, ampollamiento y

moteado. Después, estas muestras se colocaron en una hielera y fueron trasladadas al laboratorio

de Biologia molecular de la facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.
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Figura 3. Sintomatologia observada en tomate de arbol, cantones Paute y Guachapala.

Fuente: Autores

5.2.3. Preparacion de Muestras e Inoculacién Vegetal

Para la obtencidn del aislado viral, se selecciond, cortoy pesé 5 g de muestra con
sintomas de virosis. Estas secciones vegetales fueron colocadas en un mortero y trituradas en 50
ml de tampon fosfato de sodio concentracion 1X, pH 7; se procedio de manera similar para
todas las muestras obtenidas de las diferentes localidades productoras de tomate.

Una vez obtenido el aislado viral, se procedio a la inoculacion en plantulas sanas, para
esto fue necesario causar una herida circular de un centimetro de didmetro en 4 hojas de cada
planta. Después, en estas heridas se asperj6 7 ml de aislado viral por planta, y por ultimo, se

colocd una malla tipo tool para evitar la presencia de diferentes especies de insectos.
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5.2.4. Porcentaje de Incidencia & Severidad

Incidencia: en el estudio, la incidencia fue definida como un porcentaje que relaciona el
nimero de veces que se repite un patron (sintoma) y el nimero total de casos (hojas). Para este
caso, la recoleccidn de datos consistié en contabilizar todas las hojas afectadas por la
enfermedad, mismas que fueron registradas en una ficha de campo (anexo 1), posteriormente se
calculd el indice de incidencia con la siguiente formula:

Ecuacion 1. Formula para calculo de porcentaje de incidencia

Numero de hojas con el sintoma

Incidencia = 100
negenaa Numero de hojas por planta x

Severidad: Es un porcentaje que relaciona el area afectada por las diferentes
sintomatologias estudiadas y el area total de la hoja en estudio, por lo que se recogio una hoja al
azar por unidad experimental, 7 hojas por tratamiento. Despues, cada hoja fue escaneada en
una impresora marca EPSON de la serie L220. Para medir el porcentaje de area afectada por
virosis se uso el software imageJ. Dentro del programa, el area total de la hoja se calculd
delimitando el contorno de la hoja con la herramienta “poligono”, después, se ajust6 el umbral de
color de la imagen hasta que la hoja completa se tifia del color predeterminado del programa,
rojo. Luego se utilizé el comando “medir”.

Los sintomas fueron medidos de manera similar, primero se selecciond las areas
enfermas dentro de la hoja con la herramienta “ROI Manager”, después se utilizo el comando
“medir”. Con estos datos: area total y area afectada, se aplico la férmula para el célculo de la

severidad:
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Ecuacion 2. Férmula para célculo de porcentaje de severidad

Area afectada

x100

Area total

Figura 4. Seleccion de area afectada con sintomas de virosis.

Fuente: Autores.

5.3 Metodologia Objetivo Especifico 2

Identificar mediante RT-PCR, con cebadores especificos los agentes virales que se

encuentran en zonas productoras de tomate de arbol en el cantén Paute y Guachapala.

5.3.1. Extraccién y Cuantificacion de ARN.

Para la extraccion del ARN, se recolect6 pequefias secciones vegetales con sintomas de
virosis de las plantulas infectadas anteriormente, y se colocaron en tubos de eppendorf,
posteriormente se aplicd la metodologia del TRIZOL propuesta por el fabricante y adaptada por
los autores (anexo 2). El producto obtenido de esta metodologia fue una pequefia muestra con
ARN. Para la cuantificacion del ARN se coloco 1 pL de solucion con ARN extraido

anteriormente en un espectrofotometro de marca EPSON.
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5.3.2 Transcripcion Reversa.

El procedimiento se ejecutd en dos diferentes de etapas con un volumen final de
20uL(RT). La primera parte consistio de un preparado de 14pL, efecto de la seleccion de los
primers reverse (R) para la replicacion y transformacion de ARNm a ADNCc, seguido del calculo
de dNTPs, ARN y agua.

En la segunda parte se prepard un mix de 6L de la mezcla de buffer (4uL), DTT100mM

(1pL) y la enzima (1uL). Posteriormente, se unifico ambas etapas y se lo coloc6 a centrifugar.

5.3.3 Reaccion de la Cadena Polimerasa.
Para este procedimiento se utiliz6 Buffer 10x, MgCly, primers F y R (Tabla 1), dNTPs,
cDNA y HO libre de nucleasas. Se procedié de inmediato a programar el termociclador con la

temperatura correspondiente a cada primer.
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Tabla 2

Lista de cebadores especificos utilizados en la identificacion molecular de virus.

Virus Primers Secuencia Amplicon T°C
AMV F 5’-CCATCATGAGTTCTTCACAAAAG-3’ 351 pb 52
Alfalfa mosaic virus R 5’-TCGTCACGTCATCAGTGAGAC-3’

CMV F 5’-GTAGACATCTGTGACGCGA-3’ 510 pb 52
Cucumber mosaic virus R 5’-GCGCGAAACAAGCTTCTTATC-3

PLRV F 5’-CGCGCTAACAGAGTTCAGCC-3’ 336 pb 58
Potato leaf roll virus R 5’-GCAATGGGGGTCCAACTCCAACTCAT-3’

PVY F 5’-GTACAACTTGCATACGACATAGGAGAAACT-3’ 514 pb 59
Potato virus Y R 5’-ACATGTTCTTCACTCCAAGTAGAGTATGC-3’

TaMV F 5’-GTATATTGAGATGAGAAGTCGTGAGAAGC-3’ 480 pb 56
Tamarillo mosaic virus R 5’-ACTACGTGGTGGGTCTATATAACAAGTAAG-3’

ToMV F 5’-TGGGCCCCAACCGGGGGT-3’ 549 pb 52
Tomato mosaic virus R 5’-TTCAACAGCAGTTCAGCGAG-3’

ToRSV F 5’-GACGAAGTTATCAATGGCAGC-3” 499 pb 54
Tomato ringspot virus R 5’-TCCGTCCAATCACGCGAAT-3’

TSWV F 5’-GAGGAAGATCAGAATCTGGTAGCAT-3 220 pb 54
Tomato spotted wilt virus R 5’- CAAGCCTTCTGAAAGTCATGTCAGTG-3’

Fuente: Espinoza et al., (2017)
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5.4 Diseiio Experimental

En el estudio se utilizo un disefio completamente al azar: siete tratamientos y siete
repeticiones. Cada tratamiento fue un aislado viral procedente de cada localidad productora:
Al, (Finca Orellana, Paute), A2, (Finca Agarroba, Paute), A3, (Granja Experimental El
Romeral, Guachapala), A4, (Hacienda Uzhupud, Paute), A5, (Finca San Diego,

Guachapala), A6, (Finca Tigre, Guachapala) y TC, (agua destilada).

A6 |Al |A2 |A3 |A4 |A3 |A3
A4 A6 Al (A1 A2 |A6 |Al
A2 |TC |A6 A4 |A3 |Al |TC
A5 |A2 |A4 A6 |TC |A4 |AS
A3 |A3 |TC TC |AS |A2 |A4
Al |AS |AS |AS (Al |TC |A2
TC |A4 |A3 |A2 |A6 |AS |A6

Figura 5. Disposicion espacial de los tratamientos y sus repeticiones.

Al, A2, A3, A4, A5, A6: aislados virales utilizados en el estudio, obtenidos a partir
de las muestras recolectadas de las diferentes fincas productoras de tomate en los cantones

Paute y Guachapala; TC: tratamiento control.

5.5 Andlisis estadistico

El porcentaje de incidencia y de severidad fueron calculados en Microsoft Excel, y
posteriormente procesados en la Gltima version del software estadistico Infostat. Para estas
variables (incidencia y severidad), se realizé un analisis de varianza (ANOVA), y un

analisis de medias de: test de Tukey a: 0,05.
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6. RESULTADOS

En este capitulo se presenta la descripcion morfoldgica de los sintomas evaluados
en las plantulas inoculadas con los diferentes aislados virales en el Campus Yanuncay,
Universidad de Cuenca. Las variables sintomatoldgicas: incidencia y severidad, cumplieron
con los supuestos de normalidad y homocedasticidad, consecuentemente se realizé un
andlisis de varianza (ANOVA) para cada una de ellas.

Tabla 3

Supuestos de normalidad y homocedasticidad para analisis de varianza.

Analisis estadistico

Variable Normalidad Homocedasticidad
Deformacién foliar 0,3934 0,3057
Clorosis 0,2269 0,2033
Mosaicos 0,1896 0,3940
Ampollamiento 0,5750 0,1972
Moteados 0,0770 0,1171
Severidad 0,2995 0,0575

Valores p> 0,05 obtenidos de las variables incidencia y severidad, para realizar el

analisis estadistico, (ANOVA)

6.1. Incidencia de Sintomas

6.1.1 Incidencia de Deformacion de Lamina Foliar

Este tipo especifico de sintoma se presento en todos los individuos inoculados con

los diferentes aislados virales, y se caracterizo por distorsiones generales en toda la hoja.
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Tabla 4

Analisis de varianza (ANOVA), variable sintomatologica: deformacion foliar.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1844991 6 3074,98 26,96 <0,0001
Aislado 1844991 6 3074,98 26,96 <0,0001
Error 4791,07 42 114,07
Total 23240,98 48

El analisis de varianza (ANOVA), indica diferencias estadisticamente significativas

entre los aislados virales inoculados con un p valor menor a 0,05.

INCIDENCIA DEFORMACION FOLIAR
80%
70%

C
c 5 i
c C
60% T
50%
B
40%
30%
A
20%
10% .
0%
°TC Al A6 A2 A5 Ad A3

B Media 11,57% 40,34% 58,47% 61,16% 65,37% 68,44% 69,52%

% de incidencia

Figura 6. Test de Tukey a: 0,05 para la variable sintomatoldgica: deformacion

foliar.

En el estudio, la menor incidencia de esta sintomatologia fue observada en los
individuos infectados con el aislado viral procedente finca Orellana-Paute, (Al), 40,34%.

Estadisticamente, la mayor incidencia de esta sintomatologia fue observada en los individuos
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inoculados con los aislados virales procedentes de: finca Tigre-Guachapala, (A6) 58,47%,
finca Agarroba-Paute, (A2), 61,16%, finca San Diego-Guachapala, (A5), 65,37%, hacienda

Uzhupud-Paute, (A4), 68,44%, vy granja Experimental EI Romeral-Guachapala, (A3),

69,52%.

Figura 7. Sintomatologia observada, deformacion de lamina foliar, en plantulas

inoculadas en el invernadero de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad de Cuenca.

Fuente: Autores

6.1.2 Incidencia de Clorosis:
Este tipo especifico de sintoma se present6 en todos los individuos inoculados, y se

caracterizo por decoloraciones irregulares en formas de manchas.
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Tabla b

Analisis de varianza (ANOVA) de la variable sintomatoldgica: clorosis.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 8107,66 6 1351,28 18,09  <0,0001
Aislado 8107,66 6 1351,28 18,09  <0,0001
Error 3137,1 42 74,69
Total 1124476 48

El analisis de varianza (ANOVA), indica diferencias estadisticamente significativas

entre los aislados virales inoculados con un p valor menor a 0,05.

INCIDENCIA DE CLOROSIS

60%

CD b
50% -
BCD
.S 40% BC T
o BC +
S o
=
g 30% B
®
o
S 20%
A
10% .
0
0% TC Al A3 A4 A2 A6 A5
= Medias 9,19% 24,59% 33,33% 35,17% 38,84% 47,14% 50%

Figura 8. Test de Tukey a: 0,05 para la variable sintomatolégica clorosis.

La menor incidencia clorética fue 24,59% y corresponde a los individuos infectados

con el aislado viral procedente de la finca productora Orellana-Paute, (Al).
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Estadisticamente, los individuos inoculados con los aislados virales procedentes de
la Granja Experimental EI Romeral-Guachapala, (A3), Hacienda Uzhupud-Paute, (A4) y
finca Agarroba-Paute, (A2), presentaron la misma incidencia de clorosis: 33,33%, 35,17%
y 38,84%, respectivamente. Los individuos inoculados con los aislados virales procedentes

de Guachapala (Finca Tigre y Finca San Diego), presentaron la mayor de incidencia

clorética, con una media de 47,14% y 50%, respectivamente.

Figura 9. Sintomatologia observada, clorosis, en plantulas inoculadas en el

invernadero de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

Fuente: Autores

6.1.3 Incidencia de Mosaicos:

En el estudio, la caracteristica principal de este sintoma fue la formacién de anillos

concéntricos con tonalidades amarillentas y necrosis central.
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Tabla 6

Analisis de varianza (ANOVA) de la variable sintomatoldgica: mosaicos.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC
Modelo 7508,06
Aislado 7508,06
Error 1762,16
Total 9270,23

al CM F p-valor
6 1251,34 29,82 <0,0001
6 1251,34 29,82 <0,0001
42 41,96

48

El anélisis de varianza (ANOVA), indica diferencias estadisticamente significativas

entre los aislados virales inoculados con un p valor menor a 0,05.

50%

40%

% de incidencia

m Medias 2,04%

Figura 10. Test de Tukey a: 0,05 para la variable sintomatoldgica: mosaicos.
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42,92%

La mayor incidencia de esta sintomatologia se observé en los individuos inoculados

con el aislado viral de hacienda Uzhupud-Paute, (A4), 42,92% y granja Experimental El

Romeral-Guachapala, (A3), 36,19%.
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Por otra parte, la menor incidencia de mosaicos fue reportada en individuos
inoculados con los aislados virales de finca Orellana-Paute, (Al) y finca Agarroba-Paute,
(A2), 22,5%, 25,03%, respectivamente. Estadisticamente se observé que los aislados virales
de Finca Tigre-Guachapala, (A6), Finca San Diego-Guachapala, (A5) y, indujeron el

mismo porcentaje de incidencia de mosaicos: 32,69%, 34,97% y 36,19%, respectivamente.

Figura 11. Sintomatologia observada, mosaicos, en plantulas inoculadas en el

invernadero de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

Fuente: Autores

6.1.4 Incidencia de Ampollamiento:
Esta sintomatologia se presentd en todos los individuos inoculados, y su principal
caracteristica fue pequerfias pustulas redondas de color verde oscuro, generalmente

agrupadas en las hojas nuevas.
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Tabla 7

Analisis de varianza (ANOVA) de la variable sintomatol6gica: ampollamiento.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 9715,07 6 1619,18 14,97  <0,0001
Aislado 9715,07 6 1619,18 14,97  <0,0001
Error 4541,84 42 108,14
Total 14256,91 48

El analisis de varianza (ANOVA), indica diferencias estadisticamente significativas

entre los aislados virales inoculados con un p valor menor a 0,05.

INCIDENCIA DE AMPOLLAMIENTO

60%

c C C.
50% C
BC
40% -
30% AB
20%
A

10% '

TC Al A2 Ab A3 A5 A4

0%

% de Incidencia

H Medias  13,95% 26,12% 38,84% 45,10% 51,43% 52,38% 54,35%

Figura 12. Test de Tukey a: 0,05 para la variable sintomatologica: ampollamiento.

Los individuos inoculados con el aislado viral de Finca Orellana-Paute, (Al) y
Finca Agarroba-Paute (A2), presentaron la menor incidencia de esta sintomatologia,

26,12% y 38,84%, respectivamente.
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Estadisticamente, los siguientes aislados virales indujeron la mayor incidencia de
ampollamiento: finca Tigre-Guachapala, (A6), Granja Experimental El Romeral-
Guachapala, (A3), finca San Diego-Guachapala, (A5) y finca Uzhupud-Paute, (A4): 45,1%,

51,43%, 52,38% y 54,35%, respectivamente.

Figura 13. Sintomatologia observada, ampollamiento, en plantulas inoculadas en el

invernadero de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

Fuente: autores

6.1.5 Incidencia de Moteado

Esta sintomatologia se present6 en todos los individuos inoculados y su

caracteristica principal fue pequefias manchas circulares de color café oscuro y apariencia

necrotica.
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Tabla 8

Analisis de varianza (ANOVA) de la variable sintomatol6gica: moteado.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IllI)

F.V. SC gl
Modelo 13072,58 6
Aislado 13072,58 6
Error 3612,39 42
Total 16684,97 48

CM F p-valor
2178,76 25,33  <0,0001
2178,76 25,33 <0,0001
86,01

El analisis de varianza (ANOVA), indica diferencias estadisticamente significativas

entre los aislados virales inoculados con un p valor menor a 0,05.

INCIDENCIA DE MOTEADOS

60%

50%
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m Medias 4,42% 22,55% 40,88%

47,48% 47,62% 49,52% 51,36%

Figura 14. Test de Tukey a: 0,05 para la variable sintomatologica: moteado.

La menor incidencia de este sintoma fue inducido por el aislado viral de la finca

Orellana-Paute, (Al), 22,55%. Estadisticamente, la mayor incidencia de esta sintoma fue

observada en los individuos inoculados por los aislados virales procedentes de: finca
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Agarroba-Paute, (A2), finca San Diego-Guachapala, (A5), finca Tigre-Guachapala, (A6),
Granja Experimental EI Romeral-Guachapala, (A3) y hacienda Uzhupud-Paute, (A4):

40,88%, 47,48%, 47,62%, 49,52% y 51,36%, respectivamente.

Figura 15. Sintomatologia observada, moteado, en plantulas inoculadas en el

invernadero de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de

Cuenca.

Fuente: Autores

6.2 Severidad de Aislados Virales

En el estudio, todos los aislados virales inoculados en plantulas de S. betaceum,

indujeron respuestas en forma de sintomas, sin embargo, la severidad o dafio causado por

estos, fue estadisticamente diferente.
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Tabla 9

Analisis de varianza (ANOVA), para la variable severidad.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2462,70 6 410,45 146,24 <0,0001
Aislado 2462,70 6 410,45 146,24 <0,0001
Error 117,88 42 2,81
Total 2580,58 48

El Andlisis de varianza (ANOVA), indica diferencias estadisticamente significativas

(p< 0,05), entre el dafio generado por los diferentes aislados virales inoculados.

SEVERIDAD DE AISLADOS VIRALES
30%

25%

20%

D
c
B
B B
15% B B
10%
A
.
TC A4 A5 A2 Al A3 A6

0%

% de severidad

® Media  4,46% 13,05% 13,77% 14,79% 15,63% 22,19% 28,85%

Figura 16. Test de Tukey a: 0,05, para la variable: severidad de aislados virales.

La menor area afectada se observd en los individuos inoculados con agua destilada
(tratamiento control), 4,46%. Estadisticamente, los individuos inoculados con los aislados
virales procedentes de: Hacienda Uzhupud-Paute, (A4), finca San Diego-Guachapala, (A5),

finca Agarroba-Guachapala, (A2) y Finca Orellana-Paute, (A1), presentaron areas foliares
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aft;ctadas similares: 13,05%, 13,77%, 14,79% y 15,63%, respectivamente. De manera
similar, los individuos infectados con el aislado viral procedente de la Granja Experimental
El Romeral-Guachapala, (A3), presentaron en promedio 22,48% de severidad. Por ultimo,

los individuos inoculados con el aislado viral procedente de Finca Tigre-Guachapala, (A6),

presentaron el mayor porcentaje de area foliar afectada, 28,85%.

6.3 ldentificacién molecular mediante RT-PCR

No se logré realizar la identificacion molecular de los materiales recolectados ya que

no se obtuvo amplificaciones con los cebadores utilizados.

7. DISCUSION

En el presente estudio se pudo identificar los sintomas ocasionados por los virus
reportados con anterioridad en otras zonas productoras de S. betaceum. Asi, se puede
asociar los sintomas observados con enfermedades virales: ampollamiento, clorosis,
moteados, mosaicos y deformacién de lamina foliar.

Algunos de estos sintomas, Y otros adicionales fueron reportados por Vizuete
(1990) y Ochoa e Insuasti, (2005) en zonas productoras de Solanum betaceum en los valles
de la provincia de Pichincha y Tungurahua, entre algunos se menciona: amarillamiento de
nervaduras, manchas aceitosas, moteados y manchas cloréticas. Mencionados autores
pudieron asociar el amarillamiento de nervaduras y los mosaicos con el PLRV, (Potato Leaf
Roll Virus), ToRSV (Tomato Ringspot Virus), y el PVY, (Potato Y Virus). Por otra parte,
las manchas cloroticas fueron relacionadas con PLRV, ToRSV y AMV, (Alfalfa Mosaic

Virus) (Ayala, Gonzéles, Gutiérrez, Cotes, & Marin, 2010).
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De manera similar, Espinoza et al., (2017), relacionaron estos sintomas con tres de
los virus fitopatdgenos més importantes de la familia botanica solanaceae: PLRV, ToMV
(Tomato Mosaic Virus) y PVY. En este estudio, la deformacion de lamina foliar fue un
sintoma que se presentd en todos los individuos inoculados con los aislados virales
procedentes del cantén Paute y Guachapala, en la mayoria de los casos, con una incidencia
media superior al 60%. Teniendo en cuenta que, en Espinoza et al., (2017), esta
sintomatologia fue atribuida especificamente a dos agentes causales: PLRV y PVY, se
puede presuponer que estos dos agentes virales se encuentran presentes en los predios
productivos de S. betaceum en la provincia del Azuay.

Junto con la deformacion de la hoja, se pudo observar necrosamiento de color café
claro acompafado de un halo color amarillento a lo largo de los margenes de las hojas. Los
foliolos en estas condiciones presentaron ademas consistencia quebradiza, especificamente
en el &pice de la hoja. Observaciones similares fueron reportadas en Solanum tuberosum,
por Hooker, (1980) y Salazar, (1982), cuyos resultados afirman que el agente causal de esta
sintomatologia fue el PLRV (Cordero, 2008).

Segun Ayala et al., (2010), otro de los virus responsables de la deformacion de la
lamina foliar en S. betaceum, es el PVY, sin embargo, no es el Unico sintoma que genera
este agente causal, ya que adicionalmente reportaron una amplia gama de sintomas, tales
como: clorosis, mosaicos rugosos, amarillamiento, manchas aceitosas, entre otros
sintomas.

En funcion de los resultados obtenidos, los moteados foliares junto con los
mosaicos, fueron sintomas que se presentaron con mayor incidencia, 50% y 43%,

respectivamente. Estudios realizados por Jaramillo et al., (2012), encontraron que algunos
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de los sintomas que genera el PVY en S. betaceum varia entre moteados foliares, mosaicos
y algunas cepas del mismo virus, pueden generar necrosamiento de tejidos. Investigaciones
en otras solanaceas mencionan que algunos sintomas inducidos por PVY responden a
moteados y mosaicos. En zonas célidas, estos sintomas son bastante notorios, mientras que,
en zonas de temperatura media y baja, los sintomas mas frecuentes son la deformacion de la
lamina foliar y el ampollamiento, en ocasiones no hay sintomatologia aparente. Este virus
en conjunto con el PRLV, presentan gran variedad de hospederos en esta familia botanica
(Davila, 2016).

De manera similar, en Solanum tuberosum se ha encontrado que el PVY induce
mosaicos leves y severos, en muchos casos también produce necrosamiento sistémico que
degenera en defoliacién. Arias, (2016) menciona que el ToMV es uno de los virus cuya
principal sintomatologia son mosaicos en hojas superiores con coloraciones que varian
entre verde y amarillo, indica también que es frecuente encontrar este sintoma acompafiado
por deformaciones en la hoja. Teniendo en cuenta que en estudios anteriores se relaciond
ambas sintomatologias: mosaicos y moteados con el PVY, se puede presuponer que este
agente viral es uno de los causantes de estos sintomas en el presente estudio, aunque muy
posiblemente se trate de mutacion del mismo agente causal. Tampoco se descarta que el
ToMV sea también uno de los agentes causales de esta sintomatologia en Solanum
betaceum en las zonas estudiadas de los cantones Paute y Guachapala.

La clorosis fue una sintomatologia que se present6 en todos los individuos
inoculados, la mayor incidencia media de esta enfermedad se encontré con el aislado viral
de Finca Tigre-Guachapala, 50%. Gonzales, (2013), determino que el Cucumber Mosaic

Virus (CMV), es un virus que induce sintomatologia en forma de clorosis y mosaicos en la
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mayor parte de las plantas solanéceas. La primera deteccion del virus causante de este
sintoma fue en plantas de Solanum muricatum en Per(, posteriormente fue esparciéndose a
paises como Colombia y Venezuela, mediante contacto polinico, aunque los investigadores
discuten que el virus puede venir incluido ya en las semillas, en especial las de Solanum
lycopersicum, Solanum, betaceum, Nicotiana tabacum y Solanum tuberosum.

Otro de los virus inductores de clorosis es el TMV (Tobacco Mosaic Virus),
originario de las plantas de tabaco y algunas malezas, este virus tiene una amplia gama de
hospederos, se las encuentra con mayor frecuencia en solanaceas y cucurbitaceas. Se
determind también que, este virus en conjunto con CMV generan sintomas mas notorios,
por lo que el sintoma se vuelve mas agresivo conforme avanza el desarrollo vegetal, esta
combinacion viral en ocasiones presenta puntos necréticos (Bonilla, 2016).

La presencia de AMV, CMV y PVY, también se correlacionan a este sintoma
clorotico, observaciones realizadas en tomate, papa y pimiento en la localidad de Santiago
de Chile, comprobaron que mas del 30% de plantas en este estudio presentaron estos virus,
adicional a eso se ejecuto técnicas de ELISA que confirmaron que la clorosis fue asociada
con el 50% de las plantas con el PVY, seguido de AMV con el 22% en clorosis y mosaicos,
el 12% se le asociaba a CMV con clorosis y (Rojas, Sepulveda, & Ormeno, 2007).

Al igual que en casos anteriores, el ampollamiento fue uno de los sintomas mas
frecuentes en el estudio, en algunos casos, la incidencia media de esta enfermedad fue
superior al 50%, y en los individuos inoculados con el aislado viral de la Hacienda
Uzhupud, Paute se encontrd la mayor incidencia, 54%. Espinoza et al., (2017) determinaron
que el ampollamiento en hojas de Solanum betaceum es el producto de la interaccion entre

tres agentes causales: PLRV, PVY y ToOMV.
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Estudios en otras solanéceas y cucurbitaceas indican que algunos agentes causales
del género tobamovirus: TOMV y TMV, generan entre los sintomas més evidentes
ampollamiento foliar, en varias ocasiones viene acompafado de otros sintomas como
deformidad en hojas y frutos. Se ha reportado adicionalmente que estos dos agentes
causales son muy contagiosos y su principal mecanismo de trasmisién es mecanico
(IFAPA, 2019). De manera similar, Vega et al., (2008), indican que el principal sintoma

inducido por el Alfalfa Mosaic Virus (AMV), son ampollamientos, muchas veces

acompafados por mosaicos acentuados y deformacion en las hojas.

8. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo llegar a las siguientes conclusiones:

- Entodos los casos, los individuos inoculados con los diferentes aislados virales,
generaron respuestas sintomatologicas especificas de virosis: deformacion de la
lamina foliar, ampollamiento, clorosis, moteado y mosaicos.

— Enandlisis ejecutados en campo, el sintoma que se presentd en mayor frecuencia
fue: deformacion de la lamina foliar, especificamente en los individuos inoculados
con los aislados virales procedentes de: Granja Experimental EI Romeral-
Guachapala, (A3), Hacienda Uzhupud-Paute, (A4), Finca San Diego-Guachapala 'y
Finca Agarroba-Paute, (A2).

— Elaislado viral procedente de la Hacienda Uzhupud-Paute, (A4) indujo respuestas
sintomatologicas fuertes, tres de los cinco sintomas mas caracteristicos de virosis:

ampollamiento, moteados y mosaicos, indicando de esta manera una posible
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interaccion entre los agentes causales y como consecuencia, un complejo viral
presente en el cantdn donde se extrajo la muestra.
— Segun la literatura citada, todos los sintomas observados y evaluados, tienen una
posible conexion con dos agentes causales: Potato Leaf Roll Virus y Potato Virus
Y.
— Aexcepcion de la deformacion foliar, el Alfalfa Mosaic Virus podria ser
considerado como un virus inductor de los otros cuatro sintomas analizados, y por
altimo, existe la posibilidad que el ampollamiento observado sea el producto de la

interaccion de un complejo viral compuesto por: PLRV, PVY y Tomato Mosaic

Virus.

- No se identifico molecularmente ningun virus.

9. RECOMENDACIONES

De acuerdo al trabajo ejecutado en la presente investigacion, se puede emitir las
siguientes recomendaciones:

- Realizar estudios afines al tema en donde se abarque mas zonas productoras de
Solanum betaceum en la provincia del Azuay.

— Ampliar el tiempo entre la inoculacion del aislado viral y la evaluacion de
resultados, permitiendo de esta manera un mejor desarrollo de la enfermedad,
consecuentemente, un mejor analisis de los sintomas inducidos.

- Secuenciar cebadores especificos para el austro ecuatoriano.

- Ejecutar nuevas técnicas de biologia molecular para corroborar o refutar los

resultados obtenidos.
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11. FOTOGRAFIAS

Foto 1

Germinacion de las plantas de Solanum betaceum en turba esteéril
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Foto 2

Trasplante de Solanum betaceum

Foto 3

Control de plagas, mortalidad y crecimiento

Foto 4

Seleccion de plantulas sanas
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Foto 5

Reconocimiento de sintomas de virosis en campo

Foto 6

Elaboracion de los aislados virales

Foto 6

Elaboracidn de heridas para inoculacion viral
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12. ANEXOS

Anexo 1.

Ficha de campo

Codigg

hojas totales

SINTOMATOLOGIA

deformacion

clorosis

mosalcos

ampollamiento

moteado

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

A2

Al

Al

Al

Al

Al

A3

A3

A3

A3

A3

A3

A3

Ad

A4
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AnNexo 2.

Protocolo de extraccion ARN (Metodologia de Trizol)

PROTOCOLO PARA EXTRACCION DE ARN
(Metodologia de Trizol)

1. 1 mlde Trizol por cada 50 a100 ml de tejido vegetal

2. Agregar 4 perlas de acero y triturarlas por 10 minutos

3. Afadir 2 pL de cloroformo

4. Agitar en el vortex

5. Incubar en hielo por 15 minutos

6. Centrifugar a 12000 gravedades durante 15 minutos a 4°C
7. Transferir la fase acuosa a nuevo tuvo

8. Precipitar el ARN con 1ml de etanol al 95 %

9. Incubar en hielo por 10 minutos

10. Centrifugar durante 10 minutos a 12000 gravedades a 4°C
11. Remover el sobrenadante

12. Dejar en reposo a temperatura ambiente

13. Disolver en agua sin ARNasa

14. Almacenar a -80°C para RT-PCR
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