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Resumen
El cultivo de mora (Rubus glaucus Benth) en la Sierra ecuatoriana, crucial para mas de 12 mil
productores, enfrenta desafios por enfermedades virales como el strawberry necrotic shock
virus (SNSV), un patdogeno no reportado previamente en el pais. La falta de programas de
certificacion fitosanitaria para material vegetal en Ecuador agrava la propagacion de
enfermedades. Este estudio busca determinar la ocurrencia y la variabilidad genética del virus
strawberry necrotic shock virus (SNSV) a partir de material vegetal infectado de la region
Sierra de Ecuador para la implementaciéon de medidas de manejo. Para ello se utilizaron
muestras de mora y frutilla de las provincias de Tungurahua, Azuay y Pichincha y se emplearon
técnicas moleculares como HTS y RT-PCR, y andlisis bioinformaticos para evaluar la
diversidad genética de la capside del virus. Los resultados mostraron que SNSV no presenta
variantes recombinantes y que las secuencias ecuatorianas estan estrechamente relacionadas
con las secuencias estadounidenses (AY363238, AY363240, AY363241) con identidades de
nucledtidos altas. SNSV parece estar limitado a la mora en Tungurahua, con una incidencia
creciente en los ultimos afos. Estos hallazgos subrayan la necesidad de establecer medidas de

manejo y programas de certificacion para asegurar material de propagacion libre de virus.

Palabras Clave: certificacion fitosanitaria, diversidad genética, propagacion vegetativa,

recombinacion genética



Abstract

The blackberry crop (Rubus glaucus Benth) in the Ecuadorian Sierra, crucial for more than 12
thousand producers, faces challenges due to viral diseases such as strawberry necrotic shock
virus (SNSV), a pathogen not previously reported in the country. The lack of phytosanitary
certification programs for plant material in Ecuador aggravates the spread of diseases. This
study seeks to determine the occurrence and genetic variability of strawberry necrotic shock
virus (SNSV) from infected plant material from the Sierra region of Ecuador for the
implementation of management measures. For this, blackberry and strawberry samples from
the provinces of Tungurahua, Azuay and Pichincha were used and molecular techniques such
as HTS and RT-PCR, and bioinformatic analyzes were used to evaluate the genetic diversity
of the virus capsid. The results showed that SNSV does not present recombinant variants and
that the Ecuadorian sequences are closely related to the American sequences (AY363238,
AY363240, AY363241) with high nucleotide identities. SNSV appears to be limited to defaults
in Tungurahua, with an increasing incidence in recent years. These findings underscore the
need to establish management measures and certification programs to ensure virus-free

propagation material.

Keywords: phytosanitary certification, genetic diversity, vegetative propagation, genetic

recombination
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CAPITULO 1



1. Introduccion

Las especies del género Rubus, familia Rosaceae, comunmente conocidas como
zarzas, se componen por aproximadamente 700 especies de moras y frambuesas ampliamente
distribuidas en todo el mundo, desde zonas templadas del hemisferio norte hasta el hemisferio
sur. Las zarzas son un alimento valioso ampliamente cultivado alrededor del mundo debido a
sabor, nivel nutricional y compuestos fitoquimicos bioactivos con actividades biologicas
antioxidantes, antinflamatorias, quimiopreventivas y actividad antimicrobiana (Schulz &
Chim, 2019).

En Ecuador, la mora andina (Rubus glaucus Benth), nativa de los Andes, es la especie
con mayor uso agroindustrial del género Rubus, la cual prospera principalmente en climas
frios y templados de América del Sur (Salazar-Yepes et al., 2007). Su cultivo se compone de
diferentes cultivares: Castilla, Brazos, Colombiana/San Antonio, y la variedad INIAP
Andimora-2013 (Viteri D. et al., 2016).

Actualmente, en el pais la produccion de mora se distribuye a lo largo del callejon
interandino y en las estribaciones de la region Sierra, principalmente en las provincias de
Bolivar, Cotopaxi, Tungurahua, Carchi, Chimborazo e Imbabura, representando el rubro
principal y permanente de aproximadamente 12 000 pequefios y medianos productores. Las
zonas mas productivas de mora en Ecuador son las provincias de Bolivar y Tungurahua, que
juntas conforman cerca del 72% de la participacion total de la produccion de mora (Barrera et
al., 2017). Se estima que en Ecuador existen aproximadamente 5 247 ha de superficie
cultivada, distribuidas en 14 546 unidades de produccién (UPA) con una superficie menor o

igual a una hectarea y con una produccion anual de 11 494 t (Galarza et al., 2016).



La planta de mora es perenne y de porte arbustivo, con crecimiento semi-erecto y
semitrepador. Se caracteriza por su vigor, con varios tallos espinosos que pueden llegar a
medir tres metros de altura (Agropecuaria, 2005). Tiene una vida productiva de 10 o mas
afios de produccidn, que aumenta con relacion a la edad del cultivo. El cultivo de mora es
rentable, si existe un manejo y cuidado 6ptimo, cada planta puede llegar a producir hasta 12
kg/planta/afio con una densidad de siembra de 3 x 2 m, alcanzando una produccion de hasta
18 toneladas ha/ano (Martinez et al., 2013).

El cultivo de mora enfrenta grandes desafios relacionados a problemas fitosanitarios
que disminuyen la calidad del fruto y reducen el volumen de la produccion. Entre los cuales
destacan enfermedades como la pudricion del fruto, mildeo polvoso, antracnosis del fruto,
agalla de la corona, causadas principalmente por hongos y bacterias (Benavides et al., 2021).
Estas enfermedades pueden ser controladas satisfactoriamente con tratamientos quimicos y
bioldgicos; a diferencia de infecciones de origen viral que carecen de tratamientos curativos y
son dificiles de erradicar una vez establecidos en los cultivos (Herndndez Pachoén et al.,
2018).

Diagnosticar infecciones virales basadas en la sintomatologia presenta desafios para
los productores debido a la variabilidad de sintomas influenciada por factores como el
hospedero (especie y cultivar), la cepa del patogeno, el ambiente y la presencia de infecciones
mixtas con otros virus (Yurtmen, 2023). En el género Rubus, muchos virus pueden ser leves o
incluso asintomaticos en infecciones simples, pero los efectos negativos pueden amplificarse
en infecciones complejas, a veces resultando en la muerte de la planta. Ademas, las plantas
pueden mostrar sintomas similares a los de infecciones virales debido a deficiencias

nutricionales, dafos por insectos o herbicidas.
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Algunos estudios sobre el viroma de la mora han surgido en el pais. Quito-Avila et al.
(2013) documento la existencia de raspberry bushy dwarf virus (RBDV; género Idaeovirus),
un virus isométrico transmitido por polen y semillas que naturalmente infecta al género
Rubus. RBDV ha sido reportado en plantas de mora asintomaticas como sintomaticas en

Ecuador, lo que podria indicar la presencia de otros virus como agentes causales.

1.1 Descripcion del Problema

En el pais, el cultivo de mora es un rubro de importancia socioeconémica, ya que
contribuye a la generacion de recursos econdmicos y al mejoramiento de vida de los
productores de la Sierra ecuatoriana.

Su produccion se encuentra amenazada por numerosos patogenos, incluidos los
virus, para los cuales no existen remedios efectivos una vez que el cultivo se infecta, ni
son faciles de identificar por medio de la sintomatologia. Se han reportado més de 40
virus y patogenos similares que infectan al género Rubus, causando la reduccion de la
produccion, calidad del fruto, y el ciclo de vida de las plantaciones de Rubus en todo el
mundo (Martin et al., 2013). Entre ellos destaca strawberry necrotic shock virus (SNSV,
género [larvirus), un patdégeno viral econdmicamente relevante transmitido por semilla,
polen y trisps que infecta a los géneros Fragaria'y Rubus spp (1. E. Tzanetakis, 2012).

La produccion comercial de mora se realiza principalmente mediante propagacion
vegetativa, por acodos o estacas, lo cual ha generado que los productores y viveros propaguen
material vegetal sin ninguna norma de calidad fitosanitaria. Esta situacion representa un
peligro latente para la sanidad de los cultivos, dado que la mayoria de los virus se transmiten
mediante propagacion vegetativa. Por lo cual, como parte de un sistema de produccion

Optimo es importante que se implementen programas de produccion de plantas libres de virus
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para controlar la propagacion de virus, permitir el intercambio de germoplasma y cultivares
entre paises, y detener el dafio econdmico causado por enfermedades virales.

Existen programas de certificacion en varios paises que producen material vegetal
libre de virus conocidos, patdgenos sistematicos, insectos y nematodos (Martin et al., 2013).
Tal es el caso del National Clean Plant Network (NCPN), ubicada en Estados Unidos, cuyo
objetivo es salvaguardar y apoyar cultivos especializados proporcionando una fuente
sostenible de material vegetal limpio. Previo a la implementacion de un programa de
certificacion de mora en el pais, se requieren de estudios sobre la incidencia y la variabilidad
genética de los virus que impactan negativamente al cultivo, asi como herramientas efectivas

para detectar los virus. De esta forma, se potencia la produccion de la mora en Ecuador.

1.2 Justificacion del Problema

La mora andina es altamente demandada en el mercado ecuatoriano debido a su valor
nutricional y su importancia agroindustrial. En la Sierra ecuatoriana, juega un papel
socioecondmico crucial al generar ingresos y empleo para numerosos agricultores. En 2022,
participaron 11,938 personas en su produccion, siendo el 83% mano de obra familiar.
Econdmicamente, la mora contribuy¢ significativamente con exportaciones de 173 toneladas
valuadas en USD 446 mil, representando un 0.3% del Valor Agregado Bruto (VAB)

(Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2022).

Debido al largo ciclo de vida de las plantas de mora, que puede exceder los 10 afios en
el campo, son susceptibles a numerosas enfermedades virales. Tanto los cultivos comerciales

como las moras silvestres y malas hierbas pueden actuar como reservorios y vectores de
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virus, afectando tanto a plantas cultivadas como las comunidades de plantas silvestres en

sistemas agricolas no gestionados (Hasiow-Jaroszewska et al., 2021).

La identificacion de la presencia y variabilidad genética del virus del shock necrotico
de la fresa (SNSV, género [larvirus) en las moras de la Sierra ecuatoriana es crucial para
desarrollar programas de certificacion de plantas libres de virus. Esto no solo ayuda a mitigar
los desafios fitosanitarios que limitan la produccion de mora, sino que también apoya los
Objetivos de Desarrollo Sostenible de la ONU: 2 Hambre cero y 15 Vida de ecosistemas

terrestres.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Determinar la ocurrencia y la variabilidad genética del virus strawberry necrotic shock
virus (SNSV) a partir de material vegetal infectado de la region Sierra de Ecuador para la

implementacion de medidas de manejo.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Conocer la prevalencia de strawberry necrotic shock virus (SNSV) en cultivos de
mora mediante RT-PCR y secuenciacion de alto rendimiento (HTS).
2. Analizar la variabilidad genética del virus SNSV en diferentes aislados ecuatorianos

mediante tecnologias bioinformaticas.
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1.4 Marco teorico

1.4.1 Cultivo de mora

La mora andina es una baya ampliamente cultivada y apreciada tanto por su valor
comercial como por sus caracteristicas botanicas distintivas dentro del género Rubus,
subgénero Eubatus, conocido por su diversidad morfoldgica y genética en numerosas
especies silvestres y cultivadas. Estas plantas se desarrollan principalmente en la region
interandina de Ecuador, a altitudes que oscilan entre los 2000 y 3100 metros sobre el nivel
del mar (msnm). La temperatura 6ptima para este cultivo fluctua entre los 11 y 12 grados
centigrados, con condiciones de lluvia que oscilan entre 1500 y 2300 milimetros de lluvia al
afio (mm).

La mora puede reproducirse tanto sexual como asexualmente. Las principales técnicas
de reproduccién asexual incluyen el uso de estacas, acodos y el cultivo in vitro. La
micropropagacion, también conocida como propagacion clonal, es una de las técnicas in vitro
mas comunes en la agricultura de la mora, ya que permite obtener plantas de primer nivel de
manera rapida, eficiente y en grandes cantidades.

El ciclo de cultivo de la mora puede ser descrito de manera sistematica y detallada,
comenzando con el proceso de establecimiento. La propagacion se produce preferentemente
mediante hijuelos enraizados o estacas (Franco et al., 2020), siendo esenciales condiciones
especificas de suelo y clima para su éxito inicial. El suelo 6ptimo debe ser bien drenado, con
adecuado contenido de materia orgénica y un pH en el rango de 5.5 a 6.5. Asimismo, las
condiciones climaticas ideales abarcan temperaturas moderadas entre 12-18°C y una

precipitacion anual de 1000 a 2000 mm.
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Las moras se distinguen por sus tallos espinosos y hojas compuestas con foliolos
lanceolados, lo que facilita su identificacion y manejo en los cultivos (Iza et al., 2020).

En cuanto a variedades, Yunda y David (2019) sefialan una diversidad significativa.
Los cultivares comerciales populares incluyen Adimora, Castilla, Brazos y Colombiana o San
Antonio, cada uno con caracteristicas morfoldgicas, fenoldgicas y pomologicas distintivas.

Los cultivares Andimora y Colombiana se diferencian morfolégicamente por la
ausencia de espinas, a diferencia de Castilla y Brazos. En cuanto a la fenologia, Colombiana
tiene un ciclo mas corto de 161 dias desde la brotacion hasta la cosecha, mientras que Castilla
es mas tardia, con 186 dias. En términos de pomologia, Brazos destaca por su mayor peso de
fruto, alcanzando 5,85 gramos por fruto, mientras que Andimora se distingue por su alto
contenido de solidos solubles medido en 11,86 °Brix, ademas de frutos firmes. En la region
especifica de Guantug Cruz, las variedades predominantes incluyen la Mora de Castilla
(85,2%), la Colombiana con espinas (11,5%) y la Colombiana sin espinas (3,3%). Estas
caracteristicas determinan la idoneidad de cada variedad para diferentes condiciones de
cultivo y preferencias de mercado.

Los rendimientos promedio reportados varian significativamente, con cifras que
oscilan entre 8-15 toneladas por hectarea al afio, dependiendo de las practicas de manejo y las

condiciones ambientales especificas del cultivo (Gonzalez-Castro, 2019).

1.4.2 Strawberry necrotic shock virus (SNSV)

SNSV es un virus importancia agricola que infecta a los géneros Fragaria y Rubus
spp. SNSV es un miembro del subgrupo 1 del género /larvirus de la familia Bromoviridae (1.

E. Tzanetakis et al., 2004).
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Los llarvirus se distinguen por tener un genoma de ARN tripartito, monocatenario
positivo de aproximadamente 8 kb en total (Simkovich et al., 2021). Cada segmento
genodmico estd cubierto por la proteina de cubierta (CP) para formar particulas quasi-
isométricas de 27 a 35 nm. El segmento ARN 1 es traducido en una poliproteina con
dominios helicasa y metiltransferasa. El ARN 2 codifica para la proteina ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) y un supuesto supresor de silenciamiento de ARN. Por tltimo,
el segmento ARN 3 codifica para proteinas de movimiento entre célula y célula (MP), y
proteina de cubierta estructura (CP) con una masa molecular de 31.7 kDa y 26.2kDa
respectivamente. Esta tltima se expresa a través del ARN subgenémico 4 (EastWell, 2008).

SNSV ha sido reportado en los continentes de Asia, América y Oceania, aunque no se
descarta su presencia en paises de la Union Europea (Health (PLH) et al., 2020).

La infeccién por el virus SNSV en plantas de fresa indicadoras puede causar necrosis
severa en nuevas hojas, visible entre 6 y 14 dias después de la infeccion, aunque los sintomas
son temporales y las nuevas hojas tienden a desarrollarse normalmente. Sin embargo, en
cultivares de fresa y especies de Rubus, los sintomas de SNSV son poco comunes cuando la
infeccidn es Unica; se hacen mas prominentes en infecciones mixtas con otros virus que
afectan a estas plantas (I. Tzanetakis, 2022).

Muchos miembros del género llarvirus, incluido SNSV, se transmiten verticalmente a
través de semillas, polen y propagacion vegetativa de una planta madre infectada a la
progenie. También, SNSV puede transmitirse horizontalmente a través de inoculacion
mecanica e incluso los trips (trysanoptera) facilitan la transmision por abrasion mecanica de

las células a la hoja (EastWell, 2008).

1.4.3 Técnicas moleculares de diagnostico: HTS y RT-PCR
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1.4.3.1 RT-PCR

La técnica de biologia molecular mas utilizada para el diagndstico de virus en plantas
es la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) debido a su
capacidad para detectar virus en bajas concentraciones (Wang et al., 2022). Esta técnica
permite amplificar una sola cadena de ADN hasta 10° veces después de multiples ciclos de
amplificacion, utilizando primers o cebadores para amplificar segmentos de interés.

RT-PCR consta de dos etapas fundamentales: primero, la retrotranscripcion convierte
una cadena de ARN viral en ADN complementario (ADNc) mediante el uso de la enzima
transcriptasa inversa. Posteriormente, la PCR convencional amplifica el segmento de interés
usando primers especificos a partir del ADNc generado en la retrotranscripcion. Finalmente,
los productos de PCR resultantes se analizan mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
en un buffer TAE 1x tefiidos con un agente intercalente de acidos nucleicos como Tiazole
Orange, Syber Safe, o bromuro de etidio, permitiendo la visualizacion de los fragmentos

amplificados bajo luz utltravioleta o luz azul.

1.4.3.2 Secuenciacion de alto rendimiento (HTS)

La secuenciacion de nueva generacion (NGS), también conocida como secuenciacion
de alto rendimiento (HTS), es un conjunto avanzado de técnicas de secuenciacion genética
que superan las limitaciones de la secuenciacion de primera generacion Sanger al permitir la
generacion simultanea de miles o millones de secuencias. Las principales plataformas
incluyen Roche/454, Illumina/Solexa y ABI/SOLID, siendo Illumina la més dominante en el
mercado actual (Qiang-long et al., 2014). HTS se utiliza extensamente en estudios de

virologia vegetal, facilitando la secuenciacion del genoma viral, analisis de diversidad y
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evolucion viral, estudios ecologicos y epidemioldgicos, asi como la deteccion de virus nuevos
y conocidos en hospederos (Nehra et al., 2022). Esta tecnologia es preferida sobre métodos
convencionales como PCR y ELISA debido a su capacidad para detectar y caracterizar virus

sin necesidad de informacién previa sobre los patdégenos (Maina et al., 2024).
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CAPITULO 2
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2. Metodologia.
2.1 Coleccion de la muestra

Durante 2018, se realizaron visitas para identificar enfermedades virales de la mora en
plantaciones comerciales en la provincia de Tungurahua y se recolectaron cinco muestras
foliares de mora Castilla con sintomas de amarillento en las hojas, presumiblemente asociado
a enfermedades virales. Estas muestras fueron procesadas y utilizadas para el andlisis de su
viroma mediante HTS. Posteriormente para investigar la prevalencia de SNSV en mora en
Ecuador, un total de noventa muestras de material vegetal de mora fueron colectadas entre
2021 y 2023 en diferentes plantaciones comerciales en la provincia de Tungurahua y un
vivero en la provincia de Azuay. Ademas, durante un muestreo de campo de mora en
Tungurahua, se tomaron muestras y se analizaron cincuenta plantas de fresa (Albion) que
mostraban hojas rojas o amarillentas. En 2023, ocho de las muestras que fueron recolectadas
durante 2023 se enviaron para HTS. En 2024, también se realiz6 un muestreo dirigido por
observacidn, en el cual se inspeccionaron hojas jévenes provenientes de plantas que
presentaban sintomas tipicos virales en la provincia de Tungurahua y Pichincha.

En la provincia de Tungurahua se muestrearon tres sitios: el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias de Ecuador (INIAP) y dos haciendas de la localidad de
Huachi. Mientras que en la provincia de Pichincha se muestrearon plantas de mora de
Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE) y de la carrera Agropecuaria (IASA)

perteneciente a la ESPE (Tabla 1).

Tabla 1

Provincia, localidad, sitio de muestreo, variedad y numero de muestras del muestreo de 2024

Provincia Localidad Sitio de muestreo Variedad Numero de muestras
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Hacienda 1- Huachi Andimora 15

Tungurahua Pillaro  Hacienda 2- Huachi Andimora 10
INIAP 148 6
IASA Mora silvestre 8
Brazos 10
Pichincha Quito ESPE Colombiana sin espinas 10
Colomb.iana con 10
espinas
Total 69
Figura 1

Mapa de las provincias muestreadas en Ecuador

L4

OD
%Oﬂ

o

B Pichincha
B Tungurahua
B Azuay

Nota. Mapa realizado con Mapchart (https://www.mapchart.net/).

2.2 Preparacion de la muestra

La extraccion de ARN total se realizo a partir de 100 mg de tejido foliar joven
empleando un protocolo de extraccion de ARN descrito por Halgren et al., (2007). La calidad
y concentracion del ARN se determind mediante un espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo

Fisher Scientific).

Las muestras de ARN enviadas para HTS fueron tratadas previamente con DNase I

(Applied Biologial Materials), una endonucleasa que digiere ADN residual de la extraccion de

21



ARN. Posteriormente, la deplecion del ARN ribosdmico y la preparacion de las librerias de
ADc se realizaron empleando el kit TruSeq Stranded Total RNA sample preparation kit con

Plant Ribo-Zero (Illumina)

2.3 Diagnostico viral: HTS y RT-PCR
2.3.1 RT-PCR

La retrotranscripcion se realizd con la enzima transcriptasa reversa M-MLV de
Invitrogen en un volumen de 15 ul para sintetizar ADNc de primera cadena a partir de
ARN. El volumen de reaccion final contenia 3 ul de Buffer (5X), 1.5 ul de ditiotreidol
(dTT), 0.5 ul de desoxinucledtidos trifosfato (10 mM de cada dANTP), 0.5 ul de
random primers (40 uM), 0.2 ul de M-MLYV reverse transcriptasa (200 U/ul), 1 ul de
ARN y 8.3 ul de agua destilada UltraPure sin ADNasa/ARNasa. La reaccion en
transcriptasa inversa se hizo en el equipo MiniAmp Plus Thermal Clycer de la
compaiiia Thermo Fisher Scientific con las siguientes condiciones: 25 °C por 5 min,
42 °C por 1 h'y 80°C por 10 min.

El ADNCc sintetizado fue empleado como molde para la ampliacion del
segmento que codifica para la capside (CP) del virus SNSV, ampliamente utilizado en
estudios taxondmicos del género //avirus, debido a que presenta una mayor
abundancia y existe mas informacion sobre la variabilidad de su secuencia en las
bases de datos en comparacion con cualquier otro gen codificado para SNSV.

La PCR se efectud utilizando cebadores especificos en un volumen total de 10
ul, compuesto por 1 pl de buffer (10X), 0.3 ul de MgCl2, 0.2 ul de dNTPs
(concentracion de 10 mM para cada dANTP), 0.5 pl del cebador forward (40 uM) y 0.5

ul del cebador reverse (40 uM), 0.1 pl de la enzima Platinum Taq DNA polimerasa (5

22



U/ul), 1 ul de ADNc y 6.4 ul de agua destilada UltraPure libre de ADNasa/ARNasa.
Las reacciones de PCR se realizaron en un equipo MiniAmp Plus Thermal Cycler de
Thermo Fisher Scientific. El programa de amplificacion incluy6 una desnaturalizacion
inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos que consistieron en
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 30 segundos y
extension a 72°C por 45 segundos, con una extension final de 5 minutos a 72°C. Los
productos amplificados se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al
2%, tefiido con Tiazole Orange, y se visualizaron en un transiluminador de luz azul
(FastGene FAS-DIGI Compact, NIPPON Genetics EUROPE). Ademas, se incluy6 un
control negativo sin 4cidos nucleicos en la mezcla de PCR y un control positivo para
SNSV, utilizando tejido foliar infectado. El tamafio de los amplicones fue confirmado
usando un marcador de peso molecular (FastGene 100 bp DNA Marker, NIPPON
Genetics EUROPE).

2.3.2 Secuenciacion de alto rendimiento (HTS)

HTS ha demostrado ser confiable y altamente sensible al descubrimiento y la
deteccion de los virus. Cinco muestras de mora recolectadas en 2018 y 8 muestras de
2023 se enviaron para la secuenciacion masiva de un tnico extremo de 75 pb en un
equipo Illumina NextSeq 500/550 system.

La presencia de los virus detectados por HTS se verificé mediante
amplificacion por RT-PCR del gen CP utilizando cebadores para SNSV CPbeg F:
GAGTATTTCTGTAGTGAATTCTTGGA y CPend R:
ATTATTCTTAATGTGAGGCAACTCG descritos por Tzanetakis et al., (2004).
Después, se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%. Los amplicones

de tamafio esperado fueron extraidos del gel y purificados para su secuenciacioén con
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el kit de purificacion Quick PCR Purification Kit (Invitrogen). La secuenciacion
Sanger se ejecutd en ambos sentidos utilizando los mismos cebadores que en la PCR.
Las secuencias obtenidas con cada cebador se editaron con el software Geneious

Prime (https://www.geneious.com/). Se generaron secuencias consenso y se verifico

su identidad comparandolas con la base de datos GenBank del NCBI (National Center
for Biotechnology Information) usando el programa Blastn

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi).

2.4 Diversidad genética y analisis filogenéticos del virus SNSV

Fragmentos amplificados del gen CP de cinco aislados de 2021, cinco aislados de
2023, tres aislados de la variedad Andimora de la hacienda 1, tres aislados de la variedad
Andimora de la hacienda 2 de la localidad Huachi y tres aislados del INIAP de la variedad
148 fueron clonados (pGEM®-T easy vector system, Promega) y secuenciados en ambos

sentidos, por el método Sanger (Compafiia Macrogen, Corea del Sur).
2.5 Analisis bioinformatico

El procesamiento de secuencias y la busqueda de virus de los conjuntos de ilumina se

realizaron utilizando VirFind (http://virfind.org), una herramienta bioinformatica

automatizada para la deteccion y el descubrimiento de virus utilizando datos de secuenciacion
de proxima generacion (NSG) (Ho & Tzanetakis, 2014). También, se utilizo una
canalizacion personalizada con herramientas implementadas en Geneious Prime 2022-2023
de la siguiente manera: las lecturas duplicadas y de baja calidad se eliminaron usando Dedupe
y BBDuk, respectivamente. Las lecturas se sometieron a un ensamblaje de novo utilizando
SPAdes v. 3.15.5. Los contigs ensamblados se sometieron a BLASTn utilizando la funcién

megablast (valor e 1e-10, tamafio de palabra 28). Se eliminaron todos los contigs con > 95%
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de identidad nt (cobertura de consulta > 35%) con genes relacionados con plantas. Los
contigs restantes se analizaron mediante BLASTx (valor e 0,01, tamaio de palabra 3)
utilizando la base de datos de proteinas no redundante (nr). Los contigs de mas de 600
nucleotidos de longitud con accesos BLASTx a proteinas virales que mostraban identidades
de aminoacidos > 25 % (valor ¢ 0,01, cobertura de consultas > 35 %) se consideraron
secuencias “relacionadas con virus”. Los andlisis BLAST se realizaron utilizando el grupo de
computacion de alto rendimiento (HPC) del Centro de Ciencias Cuantitativas de la Vida
(CQLS) de la Universidad Estatal de Oregon.

A las secuencias Sanger de los aislados ecuatorianos de SNSV, se determiné su
calidad y los extremos con calidad deficiente fueron eliminados empleando el programa
Geneious Prime. Las secuencias en ambos sentidos de la misma muestra fueron ensambladas
con la funciéon de Novo Assambly para construir secuencias consenso. Luego, con base en las
secuencias de nucleotidicas generadas de los aislados ecuatorianos se recuperaron secuencias
homologas de aislados internacionales de GenBank, los cuales se usaron para analisis
filogenéticos. Posteriormente, se realizd un alineamiento multiple de las secuencias (MSA)
de nucledtidos utilizando MUSCLE en Geneious Prime, el cual se exportd en formato

FASTA. El alimenamiento multiple se import6 al programa Recombination Detection

Program 4 (RDP4) (http://web.cbio.uct.ac.za/~darren/rdp.html), un programa utilizado para
detectar y analizar recombinacion y/o sefiales de reordenamiento genémico en un conjunto de
secuencias de ADN alineadas. Una vez sometido el alineamiento multiple a analisis de
eventos de recombinacion, se aceptaron los eventos con 4 de 7 métodos de deteccion
positivos implementados en RDP version 4. Luego, se exportd el alineamiento con las
secuencias recombinantes removidas en formato FAS al software MEGA11

(https://www.megasoftware.net). Se selecciond el modelo de sustitucion mas adecuado con
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base en las secuencias traducidas de nucleotidos a proteinas y se construyo6 un arbol
filogenético para entender las relaciones evolutivas entre los diferentes aislados obtenidos en
Ecuador y sus homologos de origen internacional de GenBank, utilizando el método Méxima
verosimilitud (ML), con 100 réplicas bootstraps. El arbol filogenético resultante fue

exportado en formato Netwick a Split tree (https://software-ab.cs.uni-

tuebingen.de/download/splitstree6/welcome.html) para darle formato.
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3. Resultados y analisis

3.1 Secuencias del genoma de SNSV obtenidas de HTS

Las cinco muestras de mora Castilla de 2018 sometidas a HTS arrojaron

aproximadamente 10 millones de lecturas por muestra, mientras que las ocho muestras de

2023 arrojaron entre 20-34 millones de lecturas por muestra (Tabla 2). Los resultados de

VirFind y BLASTx revelaron la presencia de RBDV en todas las muestras. Ademas, la

secuenciacion ilumina arrojé segmentos del genoma casi completos correspondientes a

SNSV en tres y cinco muestras de 2018 y 2023 respectivamente. Las pruebas positivas de

RT-PCR confirmaron la presencia de SNSV y RBDV en las muestras de R. glaucus.

Las secuencias genomicas casi completas de los aislamientos ecuatorianos

(SNSV-Rubus-Ecl1, 2 y 3, nimeros de acceso PP555258, PP555259, PP555260)

comparten un 99% de identidad de nucledtidos entre si y un 89%, 88% y 94% de

identidad para los segmentos de ARN 1, 2 y 3, respectivamente, con los aislamientos de

EE. UU. (DQ318818, AY743591, AY363228).

Tabla 2

Resumen de los resultados

rendimiento (HTS)

de identificacion de virus mediante secuenciacion del alto

BLASTx
Numero total Numero de acceso
Fecha Nimero de Lecturas . . de lecturas | Cobertura
de muestra totales de closest virus hit ensambladas | promedio
colecta HTS Promedio | en el genoma | (X per nt)
Abrev1.ac10n de identidad del virus RNA 1 RNA 2 RNA 3
del virus de
aminoicidos
RBDV 81,56 1,130,709 8333.65 | PP693289 | PP693290 -
11,521,632
1 (10) SNSV - - -
2(11) 10,084,002 RBDV - - -
3(12) 9,386,608 RBDV 99,56 1,110,341 7228.78 | PP693291 | PP693292
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2018 RBDV - - -
4(13) 10,955,928
SNSV - - -
RBDV 99,05 2,270,119 | 14781.35 | PP693293 | PP693294 -
5(14) 10,651,696
SNSV
RBDV 99,40 55,721 542.46 | PP555253 | PP555254 -
20,312,388
1 (field 1) SNSV 12,054 106.69 - -
RBDV 80,15 194,813 1883.59 | PP595781 | PP595789 -
20,906,574
2 (field 2) SNSV 208,082 1810.88 - -
RBDV 80,15 83,572 810.12 | PP595782 | PP595790 -
20,820,842
2023 | 3 (field 3) SNSV 48,835 428.98 - -
RBDV 80,15 83,625 807.92 | PP595783 | PP595791 -
4 (field_15) | 20,041,966 SNSV 34,726 306.66 - -
5@nv 1) | 23,139,040 | RBDV 99,75 729,735 7039.24 | PP595784 | PP595792 -
6(nv 2) | 25377500 | RBDV 79,95 166,131 1637.94 | PP595785 | PP595793 -
7(nv 3) | 24451,778 | RBDV 99,75 1,152,391 | 11130.63 | PP595786 | PP595794 -
PP595787 | PP595795
89,11 762,744 7449.16 -
8(inv 4) | 34,369,072 | RBDV PP595788 | PP595796
SNSV 94,03 409,875 3567.03 | PP555258 | PP555259 | PP555260

Nota. Acronimo de los virus: raspberry bushy dwarf virus (RBDV) y strawberry necrotic
shock virus (SNSV).

Para fines practicos, se muestra la identidad aminoécidos que representa el promedio de la
polimerasa, la proteina de movimiento y la proteina de la capside. Los analisis detallados
de cada virus/proteina se abordan en diferentes secciones de este trabajo.

& Cuando el porcentaje de identidad entre los aislados fue superior al 99 %, se envio un

solo aislado a GenBank.

3.2 Analisis genomico, filogenia y patrones de recombinacion de SNSV

Este estudio utiliz6 41 secuencias (este estudio=17, GenBank=24) del gen (CP)
que oscilan entre 649 a 841 nucledtidos para analizar la relacion filogenética de los
aislados geograficamente distintos. Se recuperaron 24 secuencias de SNSV de seis paises
(Estados Unidos, China, México, Japon, Australia y Filipinas) de GenBank para obtener
una imagen completa de su diversidad global y distribucion geografica (Tabla 3). Los

huéspedes fueron Rubus glaucus, Rubus ursinus, Rubus hybrid, Rubus occidentalis,
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Rubus ideaeus, Fragaria x ananassa, Fragaria vesca 'y algunos huéspedes no se
identificaron.

El anélisis de recombinacion no mostr6 eventos de recombinacion significativos
entre las secuencias de SNSV que sugirieran la aparicion y propagacion global de nuevas
variantes/cepas o aislados recombinantes con una amplia gama de hospederos y
propiedades novedosas. La recombinacion implica el intercambio de material genético
entre diferentes genomas virales y es un mecanismo que contribuye a la diversidad
genética observada en poblaciones de virus de plantas facilitando su adaptacion a
entornos cambiantes. De hecho, la recombinacion se ha asociado con la expansion de la
gama de huéspedes, la aparicion de nuevos virus, aumento de virulencia, la evasion de la
inmunidad del huésped (Pérez-Losada et al., 2015). Por lo tanto, se procedié con el
analisis filogenético sin remover ninguna secuencia recombinante que pudiera generar
estimaciones filogenéticas engafiosas en las relacione, la ascendencia de los individuos, y
el numero de sustituciones en los linajes (Jaya et al., 2023).

El arbol filogenético de maxima verosimilitud (ML) (Figura 2) revel6 una
segregacion mixta de los 41 aislados, mostrando tanto agrupaciones claramente
delineadas con alta confianza como areas de incertidumbre. Los resultados indican que
los aislados ecuatorianos forman un solo grupo filogenético en conjunto con los aislados
estadounidenses de R. ursinus (AY363238, AY363240) y R. occidentalis ‘Munger’
(AY363241) (Figura 1). También, se observa un clado claramente definido formado por
aislados de origen japonés (AY363230, AY36329, AY363231) junto con un aislado de
China (JQ629415). El resto de los aislados forman grupos filogenéticos de origen
transcontinental o tienen un bajo soporte estadistico con valores de Bootstrap menores al

70%.
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En términos de porcentaje de identidad de nucleotidos (nt), los aislados de linajes
ecuatorianos contienen multiples secuencias idénticas o apenas divergentes (entre 97% a
100% idénticas entre si). De la misma manera, la matriz de identidad se revel6 un alto
nivel de similitud (95-97%) entre las secuencias ecuatorianas y las secuencias de origen
estadounidense (AY 363238, AY363240 y AY363241). Esto tltimo se confirm6 mediante
el arbol filogenético. En general, los 41 aislados utilizados en este estudio comparten > 85
de identidades por pares entre si.

Por ende, se presume una relacion estrecha entre los aislados ecuatorianos y los
aislados estadounidenses con una baja variabilidad, lo que sugiere que SNSV podria
haber sido introducido recientemente a Ecuador mediante la importacion de material
vegetal infectado procedente de Estados Unidos, especificamente de la region Pacific

Northwest.

Figura 2

Andalisis filogenético de strawberry necrotic shock (SNSV) basado en las secuencias de

aminodcidos de CP
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Ecuador

EE. UU.

0.48 0.29 Sample 10 2018
1 Sample 13 2018
Sample 14 2018
Sample 6 2023
INIAP 2024-2
Sample 4-inv-2023
Huachi 2 2024-1
INIAP 2024-1
Huachi 1 2024-1
Huachi 1 2024-2
Sample 17-2023
Sample 17 2021-1
Sample 11 2023
Sample 16 2021
Sample_17_2021-2
Huachi_2_2024-2

México

China

Japon

Australia

Filipinas INIAP_2024-3
AY363238
AY363240
AY363241
AY363239
AY363242
JQ629415
AY363228
NC_008706

AY363230
AY363229
AY363231

0.19 AY363234
0.06 o6 - KU053514

AY363233

0.02 — “——— MHO78527
0.1 06 AY363237
- AY363232

0.05 MH078526
’ ——— AY363235
————— AY363236

Nota. El arbol filogenético se elabord con el método ML, basado en el modelo Jones-Taylor-
Thornton (JTT) con tasas uniformes y 100 réplicas de Bootstrap. Los aislados se colorearon
segun su pais de origen. El mapa mundial muestra el origen de las secuencias analizadas

resaltadas con colores. El mapa se cred utilizando Mapchart (https://www.mapchart.net/).
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Tabla 3
Listado de los aislados de SNSV de Fragaria y Rubus spp. analizados en este trabajo

Fecha Coadigo No. de
Nume de de este accesoa  Paisde Localida
ro colecta estudio Anfitrion Cultivar GenBank Origen d Referencia
Rubus
1 2018 10 glaucus  Castilla  N/A Ecuador
Rubus
2 2018 13 glaucus  Castilla  N/A Ecuador
Rubus
3 2018 14 glaucus  Castilla  N/A Ecuador
Rubus
4 2021 17 1 glaucus ~ N/A N/A Ecuador
Rubus
5 2021 16 glaucus ~ N/A N/A Ecuador
Rubus
6 2021 17 2 glaucus ~ N/A N/A Ecuador
Rubus
7 2023 6 glaucus  N/A N/A Ecuador
Rubus
8 2023 4 INV glaucus ~ N/A N/A Ecuador
Rubus
9 2023 17 glaucus  N/A N/A Ecuador N/A
Rubus
10 2023 11 glaucus ~ N/A N/A Ecuador
Rubus
11 2024  INIAP 1 glaucus 148 N/A Ecuador
Rubus
12 2024  INIAP 2 glaucus 148 N/A Ecuador
Rubus
13 2024  INIAP 3 glaucus 148 N/A Ecuador
HUACHI Rubus Andimor
14 2024 11 glaucus  a N/A Ecuador
HUACHI Rubus Andimor
15 2024 12 glaucus  a N/A Ecuador
HUACHI  Rubus Andimor
16 2024 21 glaucus  a N/A Ecuador
HUACHI Rubus Andimor Tungurah
17 2024 22 glaucus  a N/A Ecuador ua
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Fragaria
X

18 N/A ananassa N/A AY363228 EE.UU. Mayrland
Fragaria
X Oishi-
19 N/A ananassa shikinari AY363229 JAPAN N/A
Fragaria
X
20 N/A ananassa Koro AY363230 JAPAN N/A
Fragaria
X
21 N/A ananassa Sokusei AY363231 JAPAN N/A
Fragaria
X Mississip
22 N/A ananassa US-70 AY363232 EE.UU. pi
Fragaria
X Mississip
23 N/A ananassa  US-159  AY363233 EE.UU. pi
Fragaria
X Louisian
24 N/A ananassa Melcher AY363234 EE.UU. a
Fragaria
X Sweet
25 N/A ananassa Charlie = AY363235 EE.UU. Florida
Fragaria
X Californi
26 N/A ananassa G980 AY363236 EE.UU. a
Fragaria
X MS-US- Carolina
27 N/A ananassa 540 AY363237 EE.UU. del Norte
Pacific
Rubus Northwes
28 N/A ursinus Dyke AY363238 EE.UU. t
Pacific
Rubus New Northwes
29 N/A hybrid Logan AY363239 EE.UU. t
Pacific
Rubus NCGR Northwes
30 N/A ursinus 9025 AY363240 EE.UU. t
Rubus Pacific
occidental Northwes
31 N/A is Munger AY363241 EE.UU. t
Pacific
Rubus Willamet Northwes
32 N/A idaeus te AY363242 EE.UU. t

(I. E.
Tzanetakis

etal.,
2004)
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Fragaria (Li &
X Yang,
33 2008 ananassa N/A HQ830017 CHINA  N/A 2011)
Fragaria
X AUSTRA
34 1979 ananassa N/A JE781586 LIA N/A
Fragaria AUSTRA
35 N/A vesca N/A JF781587 LIA N/A (Sharman
Fragaria AUSTRA et al.,
36 N/A vesca N/A JF781588 LIA N/A 2011)
Fragaria (Silva-
X Guanajua Rosales et
37 2008 ananassa  Duch JQ629415 MEXICO to al., 2013)
Fragaria (Thekke
x Veetil et
38 2013 ananassa N/A KU053514 EE.UU. Florida al., 2016)
Fragaria
X FILIPINA
39 2017 ananassa Festival MH078526 S N/A
Fragaria (Pinon &
X Sweet FILIPINA Martin,
40 2017 ananassa Charlie = MH078527 S N/A 2018)
ILE.
Tzanetakis
NC 00870 et al.,
41 N/A N/A N/A 6 EE.UU.  Mayrland 2010)

Nota. Las secuencias del nimero 1 al nimero 17 correspondes a aislados ecuatorianos, mientras
que a partir de la secuencia 18 hasta la 41 son secuencias homdlogas internacionales

recuperadas de GenBank.

3.3 Ocurrencia y medidas de manejo de SNSV en Ecuador

Se registr6 que SNSV (Tabla 4) fue detectado en 18%, 77% y 87% de las muestras

de mora recolectadas en 2021, 2023 y 2024 en la provincia de Tungurahua,

respectivamente, sin embargo, no se registré en Azuay y Pichincha, ni en las muestras de

frutilla “Albidon” de Tungurahua. Tal parece indicar que SNSV solo esta circulando en

mora en Tungurahua, aunque no se descarta la posibilidad de que el virus pueda

encontrarse en otras provincias no muestreadas de la region Andina. Cabe resaltar que la

incidencia muestra un aumento significativo progresivo desde un 17% en 2021 hasta 87%
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en 2024. Esto sugiere un incremento considerable en los casos de SNSV en R. glaucus en
Tungurahua, indicando una posible propagacion o mayor prevalencia de la enfermedad en
estos anos.

Estos hallazgos podrian ser resultado de que las moras generalmente se propagan
vegetativamente, a través de estacas, acodos y mediante procesos de
gemacion/micropropagacion. La propagacion vegetativa es una forma eficaz de
transmision de virus como en el caso de SNSV, de una planta madre a la progenie.
Ademas, en Ecuador no existe ningin programa nacional de certificacion fitosanitaria
para garantizar que el material de propagacion de plantas esté limpio y disponible.

Por ello, se deben disefiar estrategias efectivas de manejo para controlar la
propagacion de SNSV, considerando los datos recopilados en este estudio sobre la
prevalencia y diversidad del virus, asi como su interaccion con la mora. En general,
cualquier estrategia para el manejo de la virosis debe enfocarse fundamentalmente en la
prevencion, debido a que las opciones de medidas de control de infecciones virales de
plantas en el campo son actualmente limitadas porque los virus son inmunes a medidas de
control quimico, a diferencia bacterias y hongos que pueden tratarse con agentes
antibacterianos y antifungicos (Devi et al., 2024). La deteccion temprana es crucial para
prevenir la propagacion, esto se consigue principalmente a través del diagndstico rapido y
confiable del virus con técnicas moleculares basadas en PCR o HTS. Ahora que se
conoce que SNSV se encuentra en los cultivos de mora en Tungurahua, se deben tomar
medidas preventivas como cuarentenas (control de fronteras) y certificacion sanitaria de
germoplasma libre de virus para evitar su propagacion en otras provincias productoras de
mora del pais, sobre todo en las provincias de Bolivar, Chimborazo y Pichincha, las

cuales limitan con Tungurahua. Otra medida de prevencion ampliamente utilizada en el
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manejo de infecciones virales es la reduccion de fuentes de indculo, eliminando los
huéspedes alternativos como las malas hierbas alrededor de los cultivos, las cuales
pueden actuar como huéspedes alternativos. A fin de implementar estas medidas
preventivas de manera efectiva se requiere del esfuerzo en conjunto del Estado
ecuatoriano, viveristas, agricultores y centros de investigacion para evitar la propagacion
a nuevas zonas geograficas y la aparicion de nuevas variantes de SNSV en los cultivos de

mora y frutilla.

Tabla 4
Porcentaje de incidencia del virus SNSV en Ecuador (%)

Incidencia
de SNSV
(%)
Afo
Provincia Hospedero 2021 2023 2024
Azuay R. glaucus 0 0 -
Fragaria x ananassa,
Tungurahua "Albion” 0 0 a
R. glaucus 17 77 87
Pichincha  R. glaucus - - 0

Nota. Los hospederos son muestras de frutilla y mora en las provincias de Azuay, Tungurahua

y Pichincha, muestreadas durante los afos 2021, 2023 y 2024.
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

En resumen, este estudio determiné la ocurrencia y la variabilidad
genética del virus strawberry necrotic shock virus (SNSV) a partir de
material vegetal infectado de la region Sierra de Ecuador. En conjunto,
estos hallazgos facilitan la comprension de la diversidad genética y la
prevalencia especial y temporal de SNSV en Ecuador. Esto es crucial
para el desarrollo de estrategias mas efectivas enfocadas en la
prevencion contra SNSV en los cultivos de mora.

También, se estudid la ocurrencia de SNSV en R. glaucus y Fragaria
spp. en las provincias de Tungurahua, Azuay y Pichincha durante los
afios 2021, 2023 y 2024. SNSV al parecer solo se encuentra circulando
en mora en la provincia de Tungurahua. Aunque, no se conoce con
exactitud la magnitud de la diseminacion del virus en Ecuador, dado
que no se muestrearon todas las provincias productoras de mora.

Por ultimo, se analizo la variabilidad genética, las relaciones
filogenéticas y los patrones de recombinacion en funcion del gen de la
proteina CP del virus SNSV de 17 aislados ecuatorianos de los afios
2021, 2023 y 2024 en comparacion con 24 aislados homologos
recuperados de GenBank de diferentes regiones geograficas. Con base
a los datos generados, se concluye que el gen CP tiene una baja
diversidad genética y no presenta eventos de recombinacioén

significativos que indiquen la aparicion de nuevos virus o variantes

39



recombinantes. Ademas, los analisis filogenéticos indicaron que los 17
aislados ecuatorianos analizados en este estudio estan mas
estrechamente relacionados entre si y forman un clado en conjunto con

los aislados estadounidenses (AY363238, AY363240, AY363241).

4.2 Recomendaciones

Tras culminar lo planificado en la propuesta de estudio se obtienen las siguientes
recomendaciones primordiales:

J Se recomienda para futuros trabajos que se amplie la toma de
muestras a otras provincias de la region Andina que cultiven mora como
Bolivar, Chimborazo y Carchi, con el objetivo de ofrecer una perspectiva mas
completa de la distribucion y diversidad de SNSV.

o Podriamos complementar el estudio mediante la investigacion
de las malezas cercanas a las plantaciones de mora. Analizar las secuencias
genéticas podria proporcionar informacion valiosa sobre posibles reservorios
de SNSV en el entorno agricola, ya que las malezas a menudo actuan como
hospederos alternativos para virus y pueden desempefiar un papel en la
propagacion y mantenimiento del virus.

o Se recomienda el uso adicional de otros genes de SNSV en los
analisis filogenéticos, como el gen de la proteina de movimiento (MP) o el gen
de la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRP). Esto permitira corroborar

y complementar los resultados filogenéticos obtenidos en este estudio

40



mediante el gen CP. Las regiones de incertidumbre encontradas en el arbol
filogenético podrian ser resueltas con los arboles de MP y RdARP.

o Por tltimo, se recomienda investigar como el SNSV interactia
con otros virus que coexisten en las plantaciones de mora y en el entorno
agricola. Analizar la coexistencia y posible interaccion entre SNSV y otros
virus como RBDV, otro virus que también afecta a las plantaciones de mora
puede proporcionar informacion valiosa sobre las dindmicas virales y la salud
general de los cultivos, de tal manera que se puedan realizar estrategias de
manejo mas efectivas considerando la coinfeccion con multiples virus como
factor importante. Este estudio podria complementarse bien con el analisis de

RBDV, otro virus que también afecta a las plantaciones de mora.
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