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Resumen

La pitahaya (Hylocereus spp.) se ha consolidado como un fruto tropical de interés a nivel mundial en los
ultimos anos. En Ecuador, es un producto de creciente importancia econdmica que ha posicionado al
pais como uno de los principales exportadores de Sudamérica. No obstante, su produccion se ve
limitada por infecciones virales que pueden comprometer el rendimiento y la calidad del fruto,
particularmente aquellos causados por los géneros Potexvirus y Badnavirus. El presente proyecto tiene
como objetivo establecer una metodologia de RT-PCR multiplex de punto final para la deteccion
simultanea de los virus prevalentes en pitahaya. Para ello, se disefiaron y validaron cebadores que
detectaron ambos grupos de virus, ademas de un gen constitutivo de la planta (AC77) que actia como
control interno. Por otra parte, se optimizaron parametros del protocolo relacionados con la reaccion de
PCR y las condiciones de termociclado. La metodologia desarrollada permitié la amplificacion de los
virus y del gen de referencia en muestras de pitahaya. Esta herramienta posibilita el monitoreo
fitosanitario de los cultivos, favorece la disponibilidad de material vegetal libre de virus para nuevos
proyectos de produccion y contribuye a la reduccion de costos operativos y desechos en los laboratorios

de diagnostico molecular.

Palabras Clave: Infecciones virales, fitopatologia, cebadores, diagndstico



II

Abstract

Pitaya (Hylocereus spp.) is a tropical fruit that has gained worldwide recognition in recent
vears. In Ecuador, it’s a product of increasing economic value that has positioned the
country as one of the main exporters in South America. However, its production is limited by
viral infections that can affect fruit yield and quality, especially those caused by the genera
Potexvirus and Badnavirus. This project aims to establish a multiplex endpoint RT-PCR
methodology for the simultaneous detection of prevalent viruses in pitaya. For this purpose,
primers were designed and validated to detect both viruses, as well as a housekeeping gene
(ACT7), which served as an internal control. On the other hand, protocol parameters related
to the PCR reaction and thermocycling conditions were optimized. The developed
methodology led to the amplification of both viruses and the reference gene in pitahaya
samples. This scientific tool enables phytosanitary monitoring of crops, stimulates the
availability of virus-free plant material for new production projects and contributes to
reducing operational costs and waste in molecular diagnostic laboratories.

Key words: viral infections, phytopathology, primers, diagnostic
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Capitulo 1



1.1 Introduccion

La pitahaya (Hylocereus spp.) es una fruta tropical que ha ganado reconocimiento a
nivel mundial en los ultimos afos. Su produccion se ha expandido significativamente debido
a su alto valor nutricional, sabor, textura y apariencia distintiva (Carmen et al.,2023). En
Ecuador, la pitahaya se ha convertido en uno de los productos no tradicionales mas
importantes, alcanzando exportaciones de USD 172 millones en el 2023 (Ministerio de
Produccion, Comercio Exterior, Inversiones y Pesca [MPCEIP], 2024). Actualmente existen
8,146 hectareas dedicadas a su produccion, representando un aumento de 443% del 2021, y
es el sustento de mas de 15,000 familias (Ministerio de Agricultura y Ganaderia [MAG],
2024; MPCEIP, 2024). Diferentes especies, como la pitahaya roja (H.undatus) y la amarilla
(H.megalanthus), son cultivadas tanto por pequefios como grandes productores.

Las condiciones climéticas y edaficas del pais permiten que el cultivo tenga un
desarrollo prospero, mientras que la propagacion vegetativa favorece su rapida expansion
(Shah et al., 2023). No obstante, su cultivo enfrenta limitaciones productivas que pueden
reducir el rendimiento. Entre los factores mas criticos se encuentra la presencia de patogenos,
como bacterias, hongos y virus, que afectan principalmente al cladodio y al fruto (Balendres
& Bengoa, 2019). Dentro de estos, los virus representan el mayor riesgo debido a su alta
capacidad de dispersion, dafios que ocasionan a nivel fisiologico y la ausencia de medidas de
control.

Se han reportado varios virus en la pitahaya en distintos paises, siendo los del género
Potexvirus (e.g. Cactus virus X, Schlumbergera virus X, Pitaya virus X, y Zygocactus virus X)
los de mayor prevalencia (Bae & Park, 2022; Mao et al., 2018; Silveira et al., 2024; Zhang et
al., 2016). Estos virus se han detectado en infecciones virales simples y mixtas, donde la
coinfeccion incluye dos o mas especies en una misma planta (Silveira et al., 2024).

Recientemente, se ha detectado otro virus, Pitaya badnavirus 1 (PiBV1), perteneciente al



género Badnavirus (Zheng et al., 2020). Las infecciones pueden ser sintomaticas o
asintomaticas, lo cual dificulta su deteccion basada unicamente en sintomas. En los casos en
que se presentan sintomas, éstos pueden incluir clorosis, margenes rojo-marrones, necrosis y
cambios morfologicos (Balendres & Bengoa, 2019).

Varios de estos virus han sido reportados recientemente en Ecuador (Espinoza-
Lozano et al., 2024; Espinoza-Lozano et al., 2025). La falta de regulacién en la distribucion
de material propagativo, sumada a la rapida expansion de los virus, ha facilitado su
introduccion y transmision. Por consiguiente, es fundamental garantizar la sanidad del
material propagativo en nuevos proyectos de produccion de pitahaya mediante la

implementacion de analisis efectivos de deteccion.

1.2 Descripcion del Problema

La pitahaya (Hylocereus spp.) se ha consolidado como un producto no tradicional de
creciente importancia para el mercado de exportacion ecuatoriano. Diversos virus han sido
identificados en plantaciones alrededor del mundo, generando problemas fitosanitarios que
podrian limitar el rendimiento y la calidad del fruto. Ademas, la incidencia de infecciones
multiples ha sido cominmente reportada en plantas de pitahaya, comprometiendo su
desarrollo normal. Por lo tanto, el disefio y validacion de un protocolo de deteccion
simultaneo para multiples virus resulta necesario. Las técnicas moleculares son efectivas para
el diagnostico, aunque comunmente se enfocan en un solo virus por ensayo. Este proyecto
busca reducir los costos operativos y permitir una deteccion rapida de los virus en pitahaya
(Potexvirus, Badnavirus) mediante un ensayo RT-PCR multiplex de punto final. El método
propuesto estaria disponible para laboratorios que presten servicios de deteccion,

beneficiando a productores que deseen monitorear el estado sanitario de sus cultivos.



1.3 Justificacion del Problema

Ante el aumento de la demanda comercial de la pitahaya, resulta esencial detectar los
virus presentes y evaluar sus efectos, con el fin de garantizar su rentabilidad y fomentar
medidas de control frente a enfermedades emergentes. Esto requiere el uso continuo de
métodos eficaces, accesibles y sostenibles para su deteccion. En este contexto, los ensayos
moleculares permiten identificar virus con rapidez, alta sensibilidad y especificidad. No
obstante, el disefio e implementacion de pruebas que detecten simultineamente multiples
virus plantea desafios técnicos, razon por la cual generalmente se emplean ensayos de
deteccion individual. Estas pruebas implican un mayor consumo de insumos y generan una
gran cantidad de desechos (reactivos, enzimas, geles, puntas), los cuales son eliminados
mediante disposicion en vertederos o incineracion, lo que repercute negativamente en el
medioambiente.

En contraste, el desarrollo y aplicacién de un ensayo RT-PCR multiplex permite
optimizar el uso de reactivos y materiales, lo que conlleva a una reduccion de costos
operativos y una disminucion de desechos del laboratorio, favoreciendo practicas mas
sostenibles. Por tltimo, debido a que la deteccidn se realiza simultaneamente en una sola
reaccion, se reduce la frecuencia de analisis y se mejora la accesibilidad economica de estas

pruebas para los productores de pitahayas.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Disenar una metodologia de deteccion viral simultanea en pitahaya, mediante RT-PCR
multiplex de punto final, para la optimizacién de su monitoreo fitosanitario y la

reduccion de costos y desechos asociados al diagnostico molecular.



1.4.2 Objetivos especificos

» Desarrollar cebadores que generen amplicones de tamafos diferenciados, a
partir del analisis bioinformatico de secuencias virales (Potexvirus, Badnavirus)
y un gen constitutivo de la planta (4C77).

» Evaluar los parametros de la reaccidn, incluyendo concentraciones, volumenes,

temperaturas, y tiempos, para la validacion del protocolo de RT-PCR multiplex.

1.5 Marco tedrico

1.5.1 Descripcion de la pitahaya y su relevancia

La pitahaya, también conocida como fruta del dragdn, es del género Hylocereus,
perteneciente a la familia Cactaceae. Este grupo incluye 16 especies de las cuales varias
tienen alto valor comercial. Es un cactus epifito perenne, originario de México, que se cultiva
en regiones tropicales y subtropicales (Verona-Ruiz et al., 2020). Su produccioén inicid en
América Latina, pero se ha expandido a paises como Vietnam y Estados Unidos, gracias a su
tolerancia a altas temperaturas, bajo requerimiento hidrico y sus propiedades nutracéuticas y
fitoquimicas (Kumari et al., 2025). La pitahaya, tanto su fruto como piel, es una fuente rica
en polifenoles, flavonoides, vitaminas, minerales, fibra y dcidos grasos (Coelho et al., 2024).

Aquello contribuye a sus beneficios para la salud y al incremento de su demanda comercial.

1.5.2 Produccion de pitahaya en Ecuador

La pitahaya se cultiva en 17 provincias de Ecuador, principalmente en Morona
Santiago y Manabi (MAG, 2025). Las primeras exportaciones comenzaron en el 2005, y
aunque se trata de un mercado relativamente reciente, ha tenido gran aceptacion a nivel
nacional e internacional, posicionando al pais como uno de los principales exportadores de
Sudamérica (Granoble & Acuria, 2022). Ecuador se enfoca principalmente en el cultivo de la
pitahaya roja (H.undatus) y la amarilla (H.megalanthus), esta Giltima reconocida con una

Denominacion de Origen, “Pitahaya Amazonica de Palora” (Vargas et al., 2020). En el 2024,



las exportaciones alcanzaron las 50 mil toneladas, reflejando un récord de USD 383 millones.
Esto represent6 un incremento del 108% en comparacion con el afio anterior (Fluctuante,

2024).

1.5.3 Virus en pitahaya

Potexvirus. Los Potexvirus constituyen un género de la familia Alphaflexiviridae,
dentro del orden Tymovirales, que incluye 52 especies descritas (International Committee on
Taxonomy of Viruses [ICTV], 2023). Su huésped natural son las plantas, a las que infectan en
una amplia variedad, con una distribucion geografica extensa que incluye especies de la familia
Cactaceae (ICTV, 2023). Entre ellos, se han detectado en pitahaya las especies Cactus virus X
(CVX), Pitahaya virus X (P1VX), Opuntia virus X (OpVX), Schlumbergera virus X (SchVX),
y Zygocactus virus X (ZyVX) (Bae & Park, 2022; Espinoza-Lozano et al., 2024; Park et al.,
2021). La transmision se produce principalmente por via mecanica. Segin (Ryu et al., 2021),
pueden generar sintomas de intensidad variable, desde clorosis, manchas anulares, necrosis o

enanismo; algunos de estos sintomas se ilustran en la Figura 1.

Figura 1

Sintomas de Potexvirus en cladodio de pitahayas

Nota. A) Manchas clordticas leves observadas en H. megalanthus.

B) Manchas cloréticas anulares e irregulares en H. undatus.



Los Potexvirus presentan una morfologia alargada, flexible y filamentosa, sin
envoltura viral. Estan conformados por un genoma de ARN monocatenario de sentido
positivo, con un tamafio de 5.9 a 7 kb, y esta protegido por una capside proteica (ICTV,
2023). El genoma contiene cinco marcos abiertos de lectura (ORF): el ORF1 codifica la
proteina de replicacion viral, con funciones de metiltransferasa (Mtr), helicasa (Hel) y la
polimerasa de ARN dependiente de ARN (RdRP), los ORF2-ORF4 constituyen el bloque
génico triple (TGB) que codifican proteinas del movimiento viral, y el ORFS5 codifica la
capside (Figura 2). A excepcion del ORF1, que se traduce directamente, los demas ORFs se
expresan a través de ARNs subgendmicos que son posteriormente traducidos (Park et al.,

2014).

Figura 2

Organizacion genomica de los Potexvirus

potato virus X, PVX (6,435 nt) TGB
147K ORF3
| Mitr Hel RA&RP | 12K
o \
5'm7G — = 5 A(n) 3OH
ORF2 ORF4 ORF5
SubgenomicRNA g7 12K A(n) 30H

(found in CYMV and PVX) 25K |ﬂ<|

Nota. La figura muestra la organizacion gendémica tomando al Potato Virus X
como ejemplo. Adaptado de “Genus: Potexvirus”, por ICTV. 2023.
https://ictv.global/report/chapter/alphaflexiviridae/alphaflexiviridae/potexvirus.
CCBY-SA 4.0.

Badnavirus. El género Badnavirus, perteneciente a la familia Caulimoviridae y al
orden Ortervirales, comprende 74 especies descritas hasta la fecha. Este grupo presenta los
virus vegetales con mayor diversidad. Infectan una amplia variedad de hospederos a nivel
mundial, incluidos cultivos de gran importancia econdmica, aunque su incidencia es mas
elevada en regiones tropicales y subtropicales (Geering, 2021). Su transmision se produce

principalmente por vectores en modalidad semipersistente (cochinillas y 4fidos), asi como por


https://ictv.global/report/chapter/alphaflexiviridae/alphaflexiviridae/potexvirus

via mecanica y a través de semillas (Teycheney et al., 2020). Las plantas infectadas pueden
presentar sintomas como clorosis, necrosis radicular, bandas rojizas en el tejido vascular e
hinchamiento del tallo, lo que conlleva a reducciones en el rendimiento, y en casos severos,
muerte regresiva del cultivo (SIB, n.d.).

A diferencia del virus descrito anteriormente, los Badnavirus presentan una
morfologia baciliforme y un genoma de ADN bicatenario circular cerrado. Su tamafio oscila
entre 7.2 'y 9.2 kb, y ambas hebras presentan una discontinuidad (Teycheney et al., 2020).
Estos virus se clasifican como virus de transcripcion reversa, ya que se replican mediante un
intermediario de ARN que es retrotranscrito a ADN (Geering, 2021). El genoma de la
mayoria de especies contiene 3 ORFs (Figura 3): el ORF1 codifica una proteina cuya funcion
es desconocida, el ORF2 codifica una proteina del virion, y el ORF3 codifica una
poliproteina que incluye la proteina de movimiento, la cdpside, una proteasa y una proteina

precursora de ribonucleasa (Teycheney et al., 2020).

Figura 3

Organizacion genomica de los Badnavirus

| ORF2 || ORF3 polyprotein

©vvvvvvvvvvvvvvyvvvvvvvvvvvm«AAAAAAAAAAA
genomic RNA

Nota. El esquema muestra los 3 ORFs, junto a la morfologia del virus. Adaptado de

“Badnavirus”, por SIB. n.d. https://viralzone.expasy.org/120. CC BY-SA 4.0.

En Ecuador, los Badnavirus son conocidos por una especie que afecta gravemente la
produccion bananera (Juvenal, 2018). Considerando el impacto que pueden tener en la
agricultura, su deteccion en diversos cultivos resulta fundamental. En un estudio realizado por

Zheng et al. (2020), se reportd por primera vez un Badnavirus en pitahaya, denominado Pitaya



badnavirus 1 (PiBV1), el cual ha sido identificado, de forma prevalente, en cultivos de pitahaya

ecuatorianos (Espinoza-Lozano et al., 2025).

1.5.4 Técnicas de deteccion viral

La deteccion e identificacion de virus en plantas, especialmente en cultivos agricolas,
es esencial para su adecuado manejo y control fitosanitario. No obstante, este proceso
presenta desafios debido a la baja confiabilidad de diagnostico visual y la diversidad en la
expresion de sintomas en un mismo hospedero. Las infecciones virales pueden diagnosticarse
mediante métodos seroldgicos, bioldgicos y moleculares (Cassedy et al., 2021). Entre estos,
las técnicas moleculares suelen ser mas especificas, fiables y rapidas. Ademas, permiten una
deteccion temprana, incluso en concentraciones virales muy bajas, la cuantificacion de la
carga viral y la identificacion de virus emergentes (Mirmajlessi et al., 2015).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método molecular ampliamente
utilizado para deteccion de virus, siendo considerado uno de los mas eficaces en el
diagnostico fitopatologico (Iralu et al., 2025). Su elevada sensibilidad, precision y
versatilidad la han posicionado como una técnica preferida, ademas de que reduce el riesgo
de falsos positivos debido al disefio de cebadores especificos. A su vez, permite obtener
resultados en cuestion de horas, superando en rapidez a otros métodos. Sumado a ello, la PCR
ofrece una mayor aplicabilidad y flexibilidad frente a distintos tipos de muestras, menor
complejidad técnica y costos operativos en comparacion con otras técnicas, como la
amplificacion isotérmica en bucle (LAMP) o los microarreglos (Debnath et al., 2010; Putra et
al., 2020).

Si bien la técnica de PCR de punto final es ideal, en contexto donde se requiere
detectar multiples virus, su uso en el laboratorio puede verse limitado por los costos
asociados (Elnifro et al., 2000). Para superar aquello y maximizar la eficiencia de

diagnostico, se desarrolld la PCR multiplex, una variante que permite amplificar varias
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secuencias objetivo en una sola reacciéon (Mobley, 2021). La PCR multiplex reduce costos al
optimizar el uso de recursos y permite disminuir el tiempo de la obtencion de resultados.

Dado que uno de los grupos de virus de interés en este proyecto posee ARN, y
considerando que los Badnavirus generan ARN como parte del proceso de infeccion, se
emplea PCR con transcripcion inversa (RT-PCR). Esta técnica requiere de una enzima con
actividad de retrotranscripcion para generar y amplificar ADN complementario (ADNc) a
partir de un molde de ARN (Cassedy et al., 2021). La técnica de RT-PCR multiplex, aunque
conceptualmente sencilla y con muchas ventajas, enfrenta ciertos obstaculos que requieren de
una optimizacion cuidadosa para obtener resultados reproducibles y fiables. En este contexto,
se desarroll6 una metodologia enfocada en el disefio y validacion de una RT-PCR para la

deteccion simultanea de virus en pitahaya.



Capitulo 2
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2. Metodologia

2.1 Muestras de plantas y aislados virales

Para el desarrollo del sistema de deteccion multiple, se utilizaron diez muestras de
pitahaya del invernadero del Centro de Investigacion Biotecnoldgica de Ecuador (CIBE) que
fueron recolectadas como parte de un estudio previo. Estas muestras ya habian sido
caracterizadas molecularmente, con presencia confirmada de uno o varios de los virus sujetos
a este estudio. Las secuencias fueron recientemente publicadas en la base de datos NCBI (ver
Apéndice A). Entre las muestras se encontraban distintas especies de Hylocereus, incluyendo
H.undatus, H.polyrhizus y variedades hibridas comerciales conocidas como ‘Pink panther’ y

‘Golden yellow’.

2.2 Analisis bioinformatico para el disefio de cebadores

2.2.1. Analisis y alineamiento de secuencias virales

Con el fin de disefiar los cebadores, primero se realizo un analisis de las secuencias
gendmicas de las especies de virus detectadas en las muestras de pitahaya. Para el
Badnavirus, se utilizo una secuencia local de PiBV1 respectivamente (GenBank:
PV177267.1), la cual se puede observar en la Figura 4. Para el grupo de Potexvirus se
escogieron 8 secuencias de la plataforma NCBI, conformadas por las especies de PiVX,
SchVX, ZyVX y dos variantes de CVX, con el fin de disefiar cebadores genéricos. Se ejecutd
un alineamiento multiple en el programa de Geneious Prime (iSciTech, 2025), que se puede

visualizar en la Figura 5, para determinar una region conservada.
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Figura 4

Secuencia genomica de PiBV1 para andlisis de cebadores

PV177267

7,827 bp

Nota. Genoma de PiBV1 mostrando el ADN bicatenario circular cerrado,

junto a los ORFs (en verde) y secuencias de codificacion (en amarillo).

Figura §

Alineamiento de multiples secuencias locales de virus pertenecientes al género Potexvirus
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Nota. En la figura se muestra la alineacion de los CDS de los virus. En la parte superior

se observa la secuencia consenso y las barras de grado de identidad entre las secuencias.
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2.2.2. Analisis de gen constitutivo de pitahaya

Para verificar la calidad de la extraccion de ARN y los resultados experimentales, es
necesario utilizar un control interno basado en un gen constitutivo del hospedero (Cao et al.,
2012). Aunque actualmente no existe un gen de referencia universalmente aceptado para
pitahaya, el gen Actina fue identificado como uno de los més estables (Chen et al., 2019). A
partir del fragmento correspondiente al transcrito Actina 7 (ACT7), disponible en el NCBI
(GenBank MF356257), se disefiaron cebadores para su verificacion en muestras locales. Las
bandas amplificadas del fragmento fueron clonadas y posteriormente secuenciadas con la
metodologia de Sanger. Una vez obtenidas las secuencias, estas fueron curadas manualmente
y alineadas con la secuencia de referencia ACT7 para el disefio de nuevos cebadores que se
ajusten a las condiciones de la PCR multiplex.

2.2.3. Diseiio de cebadores

Los cebadores fueron disefiados mediante Geneious Prime. Se consideraron varios
factores fundamentales, incluyendo la region de la secuencia, un tamafio 6ptimo (18-22 pb),
una temperatura de hibridacion similar, un contenido de guanina y citocina (GC) del 40-60%
y la presencia de una pinza GC al extremo 3’ (Behind The Bench, 2019). Un analisis mas
profundo se realizo al hacer BLAST de las secuencias para evitar hibridacion cruzada.
Ademas, se emplearon OligoAnalyzer Tool (Integrated DNA Technologies Inc.) y Multiple
Primer Analyzer (Thermo Fisher Scientific Inc.) para minimizar la formacién de estructuras
secundarias como dimeros y horquillas. Debido a la naturaleza de la prueba multiplex, los
cebadores fueron disefiados estratégicamente para generar amplicones de distintos tamafios.

Para el disefo de los cebadores genéricos de Potexvirus, se selecciond una region
conservada de la replicasa viral. El cebador reverso se obtuvo de la secuencia del cebador
Potex 4, descrito por Van der Vlugt & Berendsen (2002), que fue modificado para incluir

nucleotidos de las secuencias estudiadas. Consecutivamente, se evaluaron dos pares de
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cebadores para cada virus y tres pares para el gen constitutivo, con el fin de analizar su
compatibilidad en el sistema multiplex. Las secuencias y caracteristicas de cada cebador se
presentan en la Tabla 1.

Tabla 1
Descripcion de los cebadores diseriados y empleados en los ensayos de PCR

Tamaiio del

Nombre Secuencia amplicon Reglon
amplificada
_ (pb)

., Pit Potex F TGTTYCCBCACCARCAGGC
g . 332 Gen de
S Pit Potex4R TTCTTGACCCAYTGRGAYT replicasa
S PapVX5-F CACCARCARGCNARRGATGA viral
& 736

PapVXIRC TCDGTGTTKGCRTCRAADGT
. _Badna Det F2  CAACAACATCAGAGTTTGCGGA 603
£ _Badna Det R2  CATGTCTTCTCTCTGACAAGGT Gen de
§ PivBl N Det F  GGTGAGTCCAACCTAATACTC replicasa
= . .
g PvB I—II{I—D“— GGAGTGTGAAGTAGATCCTTG L151 viral

Plt—pﬁ‘;(“nfDQ— CCCTTGTCTGTGACAATGGAAC
: . 571
Pit Actin DQ_ [ cTCTCAGTGAGGATCTTCA

- EX R
O Actin_Junc_F TGGAATGGTCAAGGCTGG Gen ACT7
< : 221

Actin N_R2 GGTGCCAAATCTTCTCCA

Actin_N_F2 TGGTATTGTGAGCAACTGG 237

Actin_Junc R CACAATACCTGTGTACGACCA
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2.3 Procedimientos moleculares

2.3.1 Extraccion de ARN

Se empled el protocolo establecido por Halgren et al. (2007) para la extraccion de

ARN, realizando algunas modificaciones. Todo se realiz6 en frio y a 4°C para optimizar la

extraccion del tejido. El proceso implico lo siguiente:

1.

2.

Se realizé una mezcla de 1 mL de buffer de extraccion y 1% 2-mercaptoethanol.

Se tom6 100 mg de tejido fresco, se lo agregd a 1 mL de la mezcla del buffer y se
trituro el tejido.

Se centrifugd a 13000 RPM por 3 minutos. Se tomo el sobrenadante y se lo
homogeneizo con acetato de potasio 6M en proporcion 1:1.

Se centrifugd a 13000 RPM por 10 minutos. Se tomo el sobrenadante y se lo
homogeneizo con isopropanol 100% en proporcion 1:1.

Se centrifugd a 13000 RPM por 20 minutos y se descarto el sobrenadante, observando
la posicion del pellet que se forma en el fondo del tubo.

Se agrego silica y se realizoé tres lavados con buffer de lavado, haciendo vortice y
centrifugando a 5000 RPM en los dos primeros lavados y 13000 RPM en el ttlimo,
ambos por 1 minuto.

Se descart6 el sobrenadante y se seco la silica por 10 minutos a temperatura ambiente.
Se agregd 70 pl de agua ultrapura destilada y se incubd a 65 °C por 5 minutos. Se
hizo vértice.

Se centrifugd a 13000 RPM por 3 minutos y se recuperd 55 ul de agua con ARN total.
Se preservo a -20°C.

Posterior a la extraccion, se aplico un tratamiento de digestion de ADN con la

endonucleasa DNase [ (TURBO, 2 U/ul), con el fin de obtener exclusivamente ARN a partir

de las muestras.
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Para la generacion de ADNCc se utilizo el protocolo de M-MLYV (Invitrogen, 200

U/ul), modificando ciertos parametros. Los reactivos y volumenes utilizados se encuentran en

la Tabla 2. Se incluy6 agua ultrapura destilada como control negativo para descartar

contaminacion. Luego de realizar la mezcla, se dejo incubar la reaccion a 25°C por 5

minutos, seguido por 1 hora a 37°C para la hibridacion de los hexdmeros aleatorios, y un

paso final de inactivacion de la enzima a 85°C por 10 minutos.

Tabla 2

Componentes y cantidades de la reaccion de RT

Componente Cantidad (nl)

Buffer (5X) 3
dNTPs (10 uM) 0.5
Hexéameros aleatorios (40 uM) 0.5
Enzima de transcriptasa 0.6
inversa (M-MLV)

Inhibidor de RNasa 0.4
Molde de ARN 2

Agua ultrapura destilada 8
Volumen total 15

2.3.3 PCR monoplex de fragmentos de interés

Para la amplificacion del ADNc y los ensayos individuales de los cebadores

disenados, se siguid el protocolo de GoTaq® Green Master Mix (Promega), modificandolo a

un volumen final de 10 pl (Tabla 3). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador,

siguiendo los parametros descritos en la Tabla 4.

Tabla 3

Componentes y cantidades de la reaccion PCR monoplex

Componente Cantidad (ul)
Buffer (2X) 5
Cebador iniciador (40 pM) 0.5
Cebador reverso (40 uM) 0.5
Molde de ADNc 1
Agua ultrapura destilada
Volumen total 10
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Tabla 4

Protocolo del termociclado de la PCR monoplex

Ciclo Proceso Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 94 °C 4 min
Desnaturalizacion 94 °C 40 s
35  Hibridacion 52-60 °C 30s
Extension 72 °C 40 s - 1:30 min
1 Extension final 72 °C 7 min

La temperatura de hibridacion para la deteccion de Potexvirus, Badnavirus y del gen
ACT?7 depende de cada par de cebadores. Sin embargo, al encontrarse dentro de rangos
similares, se evaluo una gradiente de temperatura de 52 a 60°C con el fin de determinar la
temperatura Optima para la amplificacion de cada fragmento. Este criterio fue incorporado

durante el desarrollo de la PCR multiplex.

2.3.4 PCR multiplex de punto final

Para la amplificacion simultanea de los diferentes fragmentos de los virus, se siguio
como base el protocolo de GoTaq® Green Master Mix (Promega), optimizando
experimentalmente los volimenes de los componentes y las concentraciones de los cebadores
(Tabla 5). La PCR multiplex se realiz6 inicialmente con dos sistemas de reaccion para
determinar el mejor volumen total.

Tabla 5

Componentes y cantidades de la reaccion PCR multiplex

Cantidad (nl)
Componente Sistema 1  Sistema 2

Buffer (2X) 7.5 10
ACTY7 iniciador 0.3 0.50
ACT7 reverso 0.3 0.50
Potexvirus iniciador 0.3 0.50
Potexvirus reverso 0.3 0.50
Badnavirus iniciador 0.3 0.50
Badnavirus reverso 0.3 0.50
Molde de ADNCc 2 2
Agua ultrapura destilada 3.7 5

Volumen total 15 ul 20 ul
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Los parametros del termociclado se establecieron a partir del analisis comparativo de
diversos articulos y protocolos previamente publicados (Henegariu et al., 1997, Kwon et al.,
2014; Park et al., 2021), lo cual se encuentra descrito en la Tabla 6. Estos parametros fueron
posteriormente optimizados durante el desarrollo experimental.

Tabla 6

Protocolo del termociclado de la PCR multiplex

Ciclo Proceso Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 94 °C 4 min
Desnaturalizacion 94 °C 40 s
35  Hibridacion 58 °C 40 s
Extension 72 °C 1:40 min
1 Extension final 72 °C 7 min
2.3.5 Electroforesis

Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa-
TAE 1X al 2%, tefiido con Thiazole Orange. La corrida se realizo a 80 voltios por 50
minutos. Los resultados fueron analizados mediante fotografia utilizando un transiluminador

de luz azul.

2.4 Diseiio y validacion de sistema multiplex

Previamente a la implementacion final de la PCR multiplex para la deteccion de los 2
virus (Potexvirus, Badnavirus) y el control interno (AC77), se desarrollaron pruebas duplex y
posteriormente la prueba triplex. Para aquello, se realizé un disefio experimental factorial,
estructurando las combinaciones de los diferentes cebadores para evaluar su compatibilidad y
los efectos en la amplificacion (Tabla 7). Se utilizaron muestras de infecciones simples y
mixtas para validar la especificad y eficiencia de los cebadores. Junto a las pruebas, se fueron
optimizando los parametros de la reaccion para la validacion del protocolo, incluyendo las
concentraciones de los cebadores y volimenes de los reactivos, y las temperaturas y tiempos

del termociclado.
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Tabla 7

Diseiio factorial 23: Combinaciones de cebadores para PCR multiplex

Ensayo Potexvirus Badnavirus ACT7

1 + - I
2 + + -
3 - +

4 + + +F

2.5 Prueba de sensibilidad de RT-PCR maultiplex

La eficiencia de la metodologia RT-PCR multiplex fue evaluada a mayor
profundidad mediante una dilucion seriada con un factor de 2 (1:2) de las muestras de
pitahaya. Para las diluciones, se partié de una muestra de ARN que estaba a una
concentracion de 20-25 ng/ul. De esta forma se pudo establecer las concentraciones
detectables mas bajas, es decir la sensibilidad, de los cebadores de manera individual y en la

multiplex.



Capitulo 3
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3. Resultados y analisis

3.1 Validacion individual de cebadores

La amplificacién de los cebadores disefiados para cada secuencia de interés fue
validada, considerando las temperaturas de hibridacion, la especificidad y la intensidad de las
bandas, con el fin de asegurar su uso en el sistema multiplex. En la Figura 6 se presenta la
validacion inicial de los cebadores de Actina, Potexvirus, y Badnavirus, realizada en algunas

muestras de las pitahayas provenientes del invernadero.

Figura 6

Validacion individual de cebadores a una misma temperatura de hibridacion

5 Badna_N_F & Badna _Det2 F &
Pacna I prmes Badna Det2 R Badna N_R

R —— S e
P3 P4 PB REDENpsiipsiinpPIiniPBYPD .po- p3- pd PB

T e

Actin_Junc_F & Actin_N_F2 & Actin_N_F2 & Monoplex Potex (40uM)

in N R2 Actin_Junc_R Actin_571_R PI P2 P3 P4 PA PB PC PD PE PF
—MHE- ——————————————
PO PITPARREC Pi PA PC PE P1 PA

Nota. A) Diferentes pares de cebadores de Badnavirus (PB no estd infectada con Badnavirus).
B) Tres pares diferentes de cebadores de Actina. C) Un par de cebadores de Potexvirus. En

el primer pocillo (izquierda) de cada imagen se encuentra el marcador molecular.

Todos los cebadores disefiados resultaron funcionales, generando productos de
amplificacion con alta intensidad y una especificidad de nivel medio a alto. Sin embargo, es
importante sefialar que el ruido observado alrededor de ciertas bandas podria atribuirse a la
elevada concentracion de cebadores empleada en la prueba (40 uM) (Lorenz, 2012).
Posteriormente, se evaluaron los pares de cebadores a distintas temperaturas con el fin de

determinar la temperatura optima de hibridacién en el sistema multiplex (Figuras 7 y 8).



Figura 7

Evaluacion de cebadores a diferentes temperaturas de hibridacion

Badna N primers
56°C. 58°C 60°C 58°C
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Nota. Cebadores de Badnavirus y Actina a 56°C, 58°C y 60°C. En el

primer pocillo (izquierda) se encuentra el marcador molecular.

Figura 8

Evaluacion de cebadores Potexvirus a diferentes temperaturas de hibridacion

Nota. Cebador de Potexvirus a 52°C, 55°C y 58°C.

Los cebadores disefiados presentan un buen rendimiento a temperaturas de
hibridacion entre 52 y 60 °C. En base al tamafio del amplicon, asi como la especificidad e
intensidad de las bandas, se seleccionaron los pares Pit Potex F & Pit Potex4R,y

Badna Det F2 & PivB1 N Det R para la deteccion de Potexvirus y Badnavirus
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respectivamente, y Actin_Junc F & Actin N_R2 para Actina, con el proposito de evaluar su

compatibilidad en el sistema multiplex.
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3.2 Validacion de sistemas de deteccion multiple

Los sistemas de deteccion multiple fueron validados inicialmente mediante PCRs
daplex, avanzando posteriormente hacia ensayos triplex. En este proceso se consideraron
distintas temperaturas de hibridacion y se optimizaron experimentalmente los parametros

previamente mencionados.

3.2.1 Sistemas compatibles de cebadores en PCR duplex

Utilizando una temperatura de hibridacién de 58°C como punto de referencia, se
llevaron a cabo las pruebas diplex con los cebadores a la misma concentracion (10 uM), con
el objetivo de evaluar la compatibilidad entre los pares dirigidos a las diferentes secuencias

(Figura 9).

Figura 9

Resultados de ensayos PCR duplex

Potex_N st &

Badna_N set & Badna N set & Badna_N set (40 uM) & Actin_N_set (10 uM)

Aclin_N_set {10 uM) Potex N _sei (10 uM) Potex N _set (10 uM)
—_— - —_—
P2 P4 PA PO P2 P4 PA PD P2 P4 PA PD

Badnavirus ——
: A | =y W
Potexvirus

— Potexvirus [ S — *Actina
Actina S . - —

- - -, - . L

Nota. La muestra PA no esté infectada con Badnavirus.

En la figura 9 se evidencia la compatibilidad entre los cebadores de Badnavirus y
Actina, Badnavirus y Potexvirus, y Potexvirus y Actina. Sin embargo, en una muestra de cada
par no se amplificaron correctamente ambos fragmentos. Debido a esto, se realizaron ajustes
a las concentraciones de los cebadores que posteriormente se implementaron en el sistema de

deteccion triplex.
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3.2.2 PCR multiplex: Badnavirus, Potexvirus, Actina

Se realizé una gran cantidad de pruebas del sistema multiplex para la deteccion de
Actina, Badnavirus y Potexvirus. En la Figura 10 se muestra una PCR multiplex de las diez
muestras sin digestion de ADN, mientras que en la Figura 11 se presentan los resultados

obtenidos en dos muestras tratadas con la digestion.

Figura 10

Resultados de RT-PCR multiplex

Badnavirus

Potexvirus

Actina

Nota. A) PCR multiplex de las 10 muestras a 58°C de temperatura de
hibridacion. B) PCR multiplex de 4 muestras a 55°C. Las dos pruebas tienen

diferentes concentraciones de cebadores.

Figura 11

Resultados de RT-PCR multiplex en muestras tratadas con DNasa

Badnavirus

Potexvirus

Actina

Nota. La muestra PM es un control negativo de una

planta de pitahaya sin virus.
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Las Figuras 10 y 11 evidencian que el sistema multiplex es compatible para la
deteccion de Badnavirus y Potexvirus, junto al control interno de la planta, Actina. Se
obtuvieron amplicones definidos, con especificad e intensidad, lo que demuestra la eficiencia
del método. No obstante, este resultado no se logré en todas las muestras.

En la Figura 10A, las muestras P1, PA y PC mostraron una banda inespecifica cercana
a los 500 pb, posiblemente atribuida a dimerizacion o a una unidn inespecifica (Elnifro et al.,
2000). Por otra parte, en las muestras PD y PE no se observo el amplicon correspondiente a
Potexvirus, lo cual probablemente se deba a diferencias en cargas virales, la concentracion de
cebadores, entre otros factores (Sint et al., 2012), dado que en la Figura 10B dicho amplicon

si esta presente.

3.2.3 Parametros optimizados: concentracion de cebadores y volumenes de reactivos

Con base en las pruebas realizadas, se registraron las distintas combinaciones de
concentraciones de los cebadores en las cuales el protocolo de PCR multiplex detecta con
mayor eficiencia las secuencias objetivo (Tabla 8). Entre ellas, la combinacion que mostréd
mayor consistencia fue la que incluy6 5 uM de Actina, 30 uM de Potexvirus y 20 uM de
Badnavirus, cuyos resultados se evidencian en la Figura 11.

Tabla 8

Concentraciones de los cebadores en la PCR multiplex

Cebadores Concen?raci.ones. (LM) en Concentraci.ones.(uM) en
muestras sin digestion de ADN  muestras con digestion de ADN
Actina 5 5 5 5 5 5
Potexvirus 10 20 20 25 40 30
Badnavirus 10 3 6 5 10 20

El protocolo optimizado de la reaccion de PCR para la deteccion simultanea de los

virus y Actina, especificamente los volimenes de los cebadores, se presenta en la Tabla 9.
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Tabla 9

Componentes y cantidades finales de la reaccion PCR multiplex

Componente Cantidad (ul)
Buffer (2X) 7.5
ACTY7 iniciador 04
ACT7 reverso 0.4
Potexvirus iniciador 04
Potexvirus reverso 04
Badnavirus iniciador 04
Badnavirus reverso 0.4
Molde de ADNCc 2
Agua ultrapura destilada 3.1
Volumen total 15 ul

3.2.4 Parametros optimizados: protocolo de termociclado

El protocolo de termociclado optimizado se encuentra detallado en la Tabla 10. Las
condiciones de temperatura, tiempo y el nimero de ciclos son los ideales hasta ahora para la
deteccion simultanea de Badnavirus, Potexvirus y Actina.

Tabla 10

Protocolo final del termociclado de la PCR multiplex

Ciclo Proceso Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 95 °C 4 min
Desnaturalizacion 95 °C 40 s
35  Hibridacion 58 °C 30s
Extension 72 °C 1:30 min
1 Extension final 72 °C 7 min

3.3 Analisis de sensibilidad

3.3.1 Sensibilidad de ensayos RT-PCR monoplex

Se realizaron diluciones seriadas en dos muestras coinfectadas con Potexvirus y

Badnavirus, obteniendo los resultados que se ilustran en la Figura 12.
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Figura 12

Resultados de sensibilidad de cebadores Potexvirus y Badnavirus

Potex primers, : Badna primers

—_ — —_—
P3 P3.1.P3.2° "P3:33PE-~PE1 PE2 PE3 BN PP 28 P32 PEPE'T PE2 PE3

Nota. P3 y PE son las muestras sin diluir (22 ng/uL). P.1 es la primera
dilucion, con una concentracion de 11 ng/uL, P.2 es de 5.5 ng/uL y P.3 de
2.75 ng/uL. Los cebadores de Potexvirus se encontraban a una

concentracion de 40 uM y los de Badnavirus a 10 uM.

De acuerdo con lo observado en la figura anterior, los pares de cebadores
correspondientes a los virus lograron detectar de manera eficiente muestras con una

concentracion inicial de ARN de 2.75 ng/uL.

3.3.2 Sensibilidad de ensayo RT-PCR multiplex

A partir de las diluciones seriadas, se aplicaron dos de las combinaciones de
concentraciones de cebadores del sistema multiplex previamente establecidas, con el fin de
evaluar la sensibilidad del sistema desarrollado (Figura 13). La muestra sin diluir se

encontraba a una concentracion de 22 ng/uL.
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Figura 13

Resultados de sensibilidad de RT-PCR multiplex

PC11 PC1.2 'PC1.3 PC14 PC15 PC1E B

P - » 2as

Nota. La muestra PM es un control negativo de pitahaya sin virus. A) PCR multiplex con

Actina (5 uM), Badnavirus (10 uM), Potexvirus (40 uM). PC1 es la muestra sin dilucion,
PC.1 =11 ng/ul, PC.2 = 5.5 ng/ul, PC.3 = 2.75 ng/ul, PC.4 = 1.38 ng/ul, PC.5 = 690 pg/ul y
PC.5 =345 pg/ul. B) PCR multiplex con Actina (5 uM), Badnavirus (20 uM), Potexvirus (30
uM). P3.2 = 5.5 ng/ul, P3.3 =2.75 ng/ul y P3.4 = 1.38 ng/ul.

El sistema triplex permiti6 una deteccion eficiente hasta una concentracion de 5.5
ng/ul, evidenciada por la amplificacion de tres bandas nitidas e intensas correspondientes a
los fragmentos de interés. A concentraciones de 2.75 ng/ul y 1.38 ng/ul, se mantuvo la

amplificacion simultanea, aunque con una disminucion progresiva en la intensidad de las

bandas. A partir de 690 pg/ul, tinicamente se detecto el control interno Actina.
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

La metodologia de RT-PCR multiplex desarrollada permiti6 la deteccion simultanea
de los virus prevalentes en pitahaya, lo que podria establecerse como una herramienta
esencial para su monitoreo fitosanitario. Su aplicacion contribuiria a la deteccion temprana de
infecciones virales, garantizando la sanidad en nuevos proyectos de produccion, al tiempo
que optimiza costos y reduce desechos en los laboratorios de diagnostico molecular. Este
avance fue posible por las fases metodoloégicas durante su implementacion:

e Se disenaron y validaron cebadores genéricos y especificos que permiten la deteccion
de Potexvirus, Badnavirus y del gen constitutivo Actina, este tltimo empleado como
control interno en los procedimientos moleculares.

e Se optimizaron los parametros del protocolo de RT-PCR multiplex, definiendo las
concentraciones de cebadores, volimenes de reactivos, asi como las condiciones de

temperatura, tiempo y numero de ciclos de termociclado.

4.2 Recomendaciones

El presente proyecto implica un avance significativo en el diagnostico molecular de
infecciones virales en cultivos de pitahaya. Sin embargo, debido a limitaciones identificadas,
se sugiere considerar los siguientes aspectos en investigaciones futuras:

e Evaluar la eficiencia del protocolo empleando diferentes formulaciones de buffer en
la reaccion de PCR.

e Profundizar en la optimizacion del protocolo, ajustando volumenes de reactivos,
temperaturas y tiempos de termociclado.

e Validar la metodologia desarrollada mediante su aplicacion en un nimero
representativo de muestras provenientes de distintas plantaciones de pitahaya en el

Ecuador.
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Apendice

Apendice A: Niumero de acceso a las secuencias y genomas empleadas en el proyecto

Numero de

acceso NCBI Definicion

MF356257.1 Selenicereus monacanthus actin 7 (ACT7)

PV167199.1 Cactus virus X isolate Ec_P1 (Potexvirus)

PV162469.1 Cactus virus X isolate P2 1 (Potexvirus)
PV162470.1 Cactus virus X isolate P2 2 (Potexvirus)
PV162471.1 Zygocactus virus X isolate P2 (Potexvirus)

PV162468.1 Pitaya virus X isolate Ec P2 (Potexvirus)

PV173138.1 Zygocactus virus X isolate Ec_P3 (Potexvirus)

PV173137.1 Pitaya virus X isolate Ec P3 (Potexvirus)

PV173136.1 Cactus virus X isolate Ec_P3 (Potexvirus)

PV177266.1 Schlumbergera virus X isolate Ec_P4 (Potexvirus)

PV177267.1 Pitaya badnavirus 1 isolate Ec_P4 (Badnavirus)
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