UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
SISTEMA DE ESTUDIOS DE POSGRADO

Caracterizacion parcial de un aislamiento del maize rayado
fino virus (MRFV) de Ecuador, comparacion con otros
aislamientos y analisis filogenético

Tesis sometida a la consideracion del
Programa de Estudios de Posgrado en
Biologia con énfasis en genética y biologia molecular
Para optar por el grado de Magister Scientiae

MAURICIO CHICAS ROMERO

Ciudad Universitaria “Rodrigo Facio” Costa Rica

2004



DEDICATORIA

A mi hijo Esteban que me cambia el
mundo con una sonrisa.

A mi esposa que es la mujer que amo y ha
demostrado ser un gran apoyo en todos
mis proyectos.

A mi madre que me dio vida, el amor al
estudio y el deseo de un futuro mejor.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a la Doctora Pilar Ramirez por darme todo su apoyo y confianza en cada
momento.

Agradezco al Dr. Kenneth Madriz por su instruccién en mis primeros pasos hacia la
biologia molecular

Agradezco a la MSc. Heidy Villalobos por sus acertadas opiniones acerca de la
elaboracién de este documento y por las veces que me prestd un paraguas
salvandome de un torrencial aguacero.

Agradezco al Dr. Federico Albertazzi por las incontables veces que aclaré mis
dudas.

Agradezco al Sistema de Estudios de Posgrado por haberme abierto sus puertas
(especialmente la de salida).

Agradezco a todas las personas que laboran en el CIBCM que de una u otra forma
han colaborado con mi formacion.



Esta tesis fue aceptada por lo Comision del programa de Estudios de
Posgrado en Biologia (con énfasis en genética y biologia molecular) de la
Universidad de Costa Rica, como requisito parcial para optar por el grado de
magister Scientiae.

Federico Albértazzi Castro / Representante de la Decana del SEP

PhD. Pilar Ramirez Fonseca / Diredfor de Tesis

[ N

PhD. I{enneth Madriz ordenan( Asesor

MSc. Heidi Villalobés Barrantes / Asesor

"
Virginia Solis Alvarado/ Director del Programa de Estudios de Posgrado en Biologia
con énfasis en genética y biologia molecular.

omero / Candidato



INDICE GENERAL

DEDICATORIA...uveiieseenseeresenssasearssnsstossssssersasessassassassaassassssssssssstossssssssssonsssnsesssas  §
AGRADECIMIENTOS.«ceunsieeeeeesercenssssessosrosasessassansasssensantasssssssssasasssssessarasesssassasans §1
PAGINA DE ACEPTACION DEL SEP...coctiiitiitieretiieeaecrsstnrsscsasssessnstsssecsscassssascssssasnnes v
INDICE GENERAL. .....cvvutenieuireneseasescrasrecessersessessssssessssssssessssnsasasssassasasnssnnssssase v
RESUMEN .. eteeeteestersnacceceasesssessanstssssasssssssssesessesntonssssasssssssssssesacessossssssssasesansenaas VII
LISTA DE CUADROS. ... ucvieeerrrnncnnesrssnsssnasacenssnnrsnsaass feesesesstestecnstecessensnasnarasnansonna on IX
LISTADE FIGURAS. ... tetceierinreensencsasesnsoscossosassassnscnnes eseeraeraieneeeetensttaetnennenasiennnes X
1. REVISION BIBLIOGRAFICA 1
Bode  ELMATZ oottt st st es s e e es et s et s et et a s s ettt nseas e et s s rar e snas 1
1.1.1. Origen deIMaiz..........................ocooooeooooeeeeeeeeeeeeeeeeeesee st st e se s eseas e 1
1.1.2. EICUIEIVO QEIMAIZ.........................co.oeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e vt e s ierees 2
1.1.3. USOSAEIMAIZ..................ooooooeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeseeere et s r v se s seesssaane 2
1.1.4. Produccion mundial d@ MQAiz........................eoeeceeeeieeeeieeeeviseeeeeesssnsesseens 3
1.2,  VIRUSDE ARN DE PLANTAS. ........cootiiieieeeeteeeetieceeteere s snease s et e e seseses s esesrassansaransessansasesnssnsasasensaenes 4
1.2.1 Tiposde Virus ARN enplantas...........................covioceeoeeeeerieeesireii e 6
1.2.2 Virus ARN dODI@ Danda..................................ooooeeeeoeeeeeeeeeeeeieeeeeieeeeeeereennassenens 7
1.2.3 Virus ARN negativo simple banda......................................ooimccccuvcnnnnnen 7
1.2.4 Virus ARN positivosimple banda..................................ccooeecvvoiimeevcreneniinnieieanenen. 8
1.24.1 MATATIVITUS.....c.oiveeeeeeeeeee e et e ettt saebaas st e er et essesereaneatesesrsaensensennassrensessnenteseasssene 8
1.2.3.1.1  El Virus del Rayado FiNO del Maiz..........c..c.coouoreieceecrireireorieeiessins s ssssnsiecnsranen 8
1.3 LA TEORIA NEUTRAL DE LA EVOLUCION ...........coooveriieeeeeeieeeteseeesessesenessvenesetesesasarssssnsssnnes 14
1.4 EL ANALISIS FILOGENETICO ..........ooooeoeeieieeeeeeeee e e et seeaesess e sen s sassessasenes e sseessesssnsaessanans 14
1.5 ANALISIS FILOGEOGRAFICO DE VIRUS...............cooeomveeeereeatereiesassssesesessessesssasssssensssesssasassesssans 17
2. JUSTIFICACION 21
3. OBJETIVOS GENERALES 22
4. OBIJETIVOS ESPECIFICOS 22
5. MATERIALES Y METODOS 23
5.1, COLECTADEL MATERIAL.........coooovoieeeieeeeenieeeeeeeeeeesaeeseissess st esstes e srsaseasseeeesseasasssanesareresassasess 23
5.2 EXTRACCION DE ARN TOTAL.........coouiuiiireiicreeiaieisieeniseeeaesssesesesssssesesssssssnsssesnsserssasesesesasesesssesasass 23
53 TRANSCRIPCION REVERSA DE LOS ARN EXTRAIDOS............oovomiieieereeeeeeeee e 24
5.4 AMPLIFICACION DE UN SEGMENTO DEL GEN DE LA CAPSIDEDELMRFV ..., 25
55 ELABORACION DE UN VECTOR DE CLONACION DE PRODUCTOSDEPCR ..............ooooviiveinn, 26
5.6 LIGACION........cooomineeeeeeeeeeeeeeee et ettt v e e e e e et sae s et e e e sene s s seseaee st et et er e e ssesnaesssmesseanens 26
5.7 ELABORACION DE CELULAS COMPETENTES .........coouovivieiiieeeecereerereieneseseseneeeseses e ssssasasssssneesens 26
5.8 TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES ........c.o.ooueeeiirmeiireeneneereeeeeresssssessassnsesanaessresesees 27
5.9 SELECCION DE COLONIAS .......vveireceeececeeeeee et eeeeeee et eeeeesetesaseatsssessssaesssessasasassenseseeessssasntasens 27
5.10 EXTRACCION DE PLASMIDO ..........cootitmreeeeeeeerieeeeeeeeseresessesessssssmeness srassseetssssesssessasssrnsorsssssesasas 28
B.11  SECUENCIACION............covoveiveriectieeceeetieteeieve v s sese st stssssssstaassesasssasestesssaasestosanssesssasssesnasessasessns 28
5.12  ANALISIS FILOGENETICO DEL MRV .........oooiiiiiiiieeteeeceeteitrees v se s s oronsssaneesnes 29
B5.12.1 AlINGAMUEGNLOS.......................cocoooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeevees s ee et st snan s 30
5.12.2 ANlSiS TIIOGENGLICOS.......................coooooveeeeereeeeeeeeeeseereeeeireeesesteve e ee s seesesns 31
512.3 EStimacion de@ diSEANCIAS...............................ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer v er e s enens 32
5.12.4 Estimacion de estructuras secundarias de ARN ....................................c...... 32
5.12.5 Pruebas de neutralidad y SelecCion.....................................eeeeeveeevenen. 32
6 RESULTADOS ... eeeraernssesesonessesasiesssecsssasssessssssssasasssosesssesnanss 33
6.1 AMPLIFICACION POR PCR DE UN FRAGMENTO DEL GENCP ........oouvvivimiiiieiiieeeee e eeaeneens 33



6.2 CLONACION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR PCR...........cocoomuerreenrntecessns s ssnenas 34

6.3 SECUENCIACION DE LOS FRAGMENTOS CLONADOS ...........ooemeaieeeiaeseeteseseetesessesassassesensnsassssns 34
6.4 ALINEAMEIENTOS. .......oeeoeeeeeveveeeesssssssssasasassesssesssensensasasssssssssessssuesssessssensnsstssessssesesssstssassusssassensasss 36
6.5 ANALISIS FILOGENETICOS ......oooeeeeeeeteieteereneetesteseseesssssmseeeresssossssssacassossssssmsentssasoneesnesssnesssssmssons 41
6.6 ANALISIS DE DISTANCIAS GENETICAS ..........cocvirveriemieresrearasisssssestessomsonsssusssossonsssensonsonsonsonsasssaens 51
6.7 ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DEL ARN DE LA REGION NO CODIFICANTE............cccoevuerrrmeeennne 52
6.8 PRUEBAS DE NEUTRALIDAD Y SELECCION..........coooveriiieererssiseeessieessessseesessessstsusssassatssesssssssnssnes 54
7. DISCUSION 55
9. BIBLIOGRAFIA . 66

Vi



RESUMEN

Chicas Romero, Mauricio
Caracterizacion parcial de un aislamiento del maize rayado fino virus (MRFV)
de Ecuador, comparacidon con otros aislamientos y analisis filogenético.
Tesis de Maestria en Biologia con énfasis en genética y biologia Molecular. —San
José, C.R.: M. Chicas R., 2004.
80h.: 29il. - 67 refs.

Se propone clonar y secuenciar parcialmente un aislamiento del MRFV de
Ecuador. Ademas comparar la secuencia con la de otros aislamientos descritos en
Ia literatura.

Se hicieron extracciones de ARN de 16 plantas de maiz provenientes de la
Estacidn Experimental de Santa Catalina en Quito, Ecuador. Se tomd este ARN y se
hicieron transcripciones reversas con el fin de obtener ADN copia del virus. Se
hicieron reacciones de PCR con los imprimadores MRFV-09 y MRFV-10 a partir del
ADNCc obtenido. Los fragmentos amplificados por PCR se clonaron y secuenciaron
utilizando el vector pBlueScript y los iniciadores M13. A partir de las secuencias se
determind un consenso. Se compard el consenso y una de las secuencias que
poseia una insercién en la parte 3’ terminal con las secuencias de aislamientos del
MRFV de Estados Unidos, México, Guatemala, Costa Rica, Colombia, Perd,
Venezuela, Bolivia y Brasil. Se hicieron arboles filogenéticos con los métodos de
Maximum Likelihood, UPGMA, Minima Evolucién, Neighbor-Joining y Maxima. Se
hicieron célculos de la estructura secundaria del ARN de la regién no codificante
para cada una de las muestras, andlisis de distancias entre los diferentes
aislamientos del MRFV y analisis de la existencia de seleccidon positiva para el
segmento de la secuencia que codifica para la capside del MRFV.

Se observo que los aislamientos del MRFV se dividen en cuatro subgrupos,
posiblemente a causa del asilamiento geografico generado por las cadenas

montanosas del continente americano. Se observd una estructura secundaria del

vii



ARN en la region 3’ terminal del MRFV muy conservada. De acuerdo con los andlisis de las
secuencias Y las distancias genéticas entre los diferentes aislamientos se cree que el MRFV
tuvo su origen en México o Guatemala y de alli se dispersé al resto de América.

Descriptores: Virus de Rayado Fino del Maiz (MRFV), Filogenia, Maiz, América Latina.

Ph.D. Pilar Ramirez Fonseca
Directora de Tesis

Maestria en Biologia con énfasis en Genética y Biologia Molecular
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Descriptores: Virus del Rayado Fino del Maiz (MRFV), Filogenia, Maiz, América Latina.

1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. ELwmMaiz

1.1.1. Origen del Maiz

Maiz es una palabra de origen indigena americano que significa “lo que sustenta
vida”. El cultivo del maiz (Zea mays) tuvo su origen muy probablemente en América
Central, especialmente en México, de donde se difundié hacia el norte hasta Canada y
hacia el sur hasta Argentina (FAO, 2003). Segtn Hilton y Gaut (1998) el maiz fue
domesticado a partir de su pariente mas cercano Zea mays spp parviglumis (teosinte)
hace unos 7500 afios y afirman que el Zea mays spp parviglumis 'y el Zea luxurians (que
es otra especie cercana al maiz) divergieron de un ancestro comdn hace unos 700 000
afos.

Las diferencias principales entre el teosinte y el maiz son las inflorescencias
laterales, que en el teosinte son masculinas y en el maiz son femeninas. Esto genera una
diferencia estructural bastante grande, pues el teosinte produce muy pocas mazorcas y
granos por mazorca en comparacion con el maiz (Doebley et al., 1990).

Se cree que los indigenas americanos obtuvieron el maiz actual a partir de una
pequefia poblacién de 20 plantas de teosinte (que contenian las mutaciones adecuadas) y
el proceso tomd unas 10 generaciones de siembra (Eyre-Walker et a/., 1998).

La razon por la cual el maiz pudo domesticarse tan rapido es que existen unos
cinco loci en el genoma del género Zea asociados a grandes cambios anatémicos y la

hipétesis es que los indigenas observaron algunas plantas con fenotipos propios de las



mutaciones en estos loci y de alli obtuvieron el maiz. (Doebley, 1992; Doebley y Stec;
1993).

El maiz era un articulo esencial en las civilizaciones maya y azteca y tuvo un
importante papel en sus creencias religiosas, festividades y nutricion; ambos pueblos

incluso afirmaban que la carne y la sangre estaban formadas por maiz (FAO, 2003).

1.1.2. El cultivo del maiz

A finales del siglo XV, luego del descubrimiento de América, el maiz fue introducido
en Europa a través de Espafia. Se difundid por los lugares de clima mas cdlido del
Mediterraneo y posteriormente a Europa septentrional. El maiz se cultiva en todas las
regiones del mundo aptas para actividades agricolas y se recoge en algin lugar del
planeta todos los meses del afio. Crece desde los 58° de latitud norte en el Canada y
Rusia hasta los 40° de latitud sur en el hemisferio meridional. Se cultiva en regiones por
debajo del nivel del mar en la llanura del Caspio y a mas de 4 000 metros de altura en los

Andes peruanos. (FAO, 2003)

1.1.3. Usos del maiz

El maiz tiene tres usos posibles: alimento, forraje y materia prima para la industria

(FAO, 2003)






desarrollados se produce hasta 8 toneladas por hectarea, mientras que en los paises en
desarrollo se produce s6lo 3. La diferencia en produccién se debe esencialmente al clima,
los pocos insumos y las diferentes enfermedades que atacan al maiz, entre las cuales, los
virus son uno de los problemas principales. La enfermedad del enanismo del maiz es una
de las tantas responsables de la disminucion de la proncc_ién de maiz en todo el mundo y
es causada por la asociacion de un micoplasma y el maize rayado fino virus (MRFV), el

cual es un’virus de ARN (CYMMIT, 2000)
1.2. Virus DE ARN DE PLANTAS

Los virus que se pueden encontrar en plantas poseen caracteristicas enormemente
diversas, sin embargo, comparten algunas propiedades en cuanto a su forma de causar la
infeccion y al nimero y velocidad con que se replican, no solo entre ellos sino también con
virus de ARN en animales. En cuanto a su replicacion se puede mencionar que en general
la particula viral entra a la célula, pierde su capside y libera el ARN; ademas la replicacion
del genoma viral es regulada por la expresion de genes virales y las diferentes partes del
virus se ensamblan y son liberadas como viriones fuera de la célula. Con respecto al
nimero de particulas y velocidad de replicacion, los virus ARN pueden llegar a ser de
hasta 10" y su velocidad de replicacién es tal que se puede producir una nueva particula
viral cada 0,4 segundos si la maquinaria de replicacion funciona en dptimas condiciones,
por lo que se generan hasta 100000 copias en 10 horas. Ademas de lo anterior los virus
ARN poseen un tasa de mutacién muy grande y que va desde 102 hasta 10 mutaciones

por sitio por genoma por replicacion (Moya et al., 2000).



Debido a estas caracteristicas (principalmente el tamafio de poblaciéon y tasa de
mutacién) los virus de ARN son buenos modelos para el estudio de evolucion bajo el
principio de las quasiespecies. Una quasiespecie es una distribucion en equilibrio de
mutantes que se encuentran en una cantidad infinita y en la cual existe una o varias
secuencias maestras muy dominantes en niimero y que §e_ encuentran sujetas a variacion,
competencia y seleccién (Domingo, 2002).

Moya et al. (1993) observaron que la variabilidad en poblaciones naturales de virus de
ARN es muy baja, segin lo esperado para su alta tasa de mutacion. Ademas, los valores
de divergencia entre subpoblaciones es también menor de lo que se predice aplicando la
teoria neutral. En consecuencia, concluyen que la variabilidad en las poblaciones de virus
de ARN puede explicarse por una fuerte seleccion positiva (la seleccién positiva es la que
se produce debido a las ventajas adaptativas que obtiene un individuo consecuencia de
mutaciones no deletéreas) y que el mejor modelo para estudiarla es el de las
quasiespecies.

De acuerdo al analisis de las poblaciones de virus ARN bajo el modelo de quasiespecies
Domingo (2002) menciona que existe una estrecha relacion entre rango de hospederos y
espectro de mutantes (es decir, cuantos mutantes diferentes hay en la poblacidn).
Asimismo, Moya et al. (2000) menciona que un gran espectro de mutantes confiere
adaptabilidad a ambientes variables. También se ha observado que cuando el virus se
transmite de un hospedero a otro por medio de un vector la velocidad con que aumenta el
“fitness” disminuye, debido a que no necesariamente los mutantes con mayor tasa de
replicacion son transmitidos (Bergstrom et al, 1999). Ademas, cuando el ambiente es
cambiante o existe una competencia muy fuerte, aumentan las mutaciones deletéreas y

disminuye el “fitness” de la poblacién (Kamp y Bornholdt, 2002). Esto también sucede



cuando los estados nutricionales del hospedero son pobres (Domingo, 1997). Lo
mencionado anteriormente concuerda con el comportamiento normal de virus de ARN, lo
que refuerza la idea de que los virus de ARN pueden analizarse bajo un modelo de
quasiespecies.

En el parrafo anterior se utilizé el término fitness; al respecto cabe sefialar que existen
muchos trabajos referentes al “fithess” de las quasiespecies, que en virus de ARN se
refiere a la tasa de replicacion (Domingo, 1997). Se ha observado que cuando las
condiciones ambientales son constantes, la tasa de replicacion de un virus (fitness)
aumenta inicialmente de forma exponencial y luego de forma lineal, hasta llegar a una
constante (es una constante tedrica, pues no se ha comprobado experimentalmente).
(Tsimring y Levine, 1996). Esto es importante, pues se entiende que en condiciones
estables y luego de muchas generaciones la seleccion positiva se mantiene, con lo que
disminuye la variabilidad de la poblacién (Tsimring y Levine, 1996).

Debido a lo anterior es muy importante conocer las limitaciones que tiene la inferencia
filogenética y el andlisis poblacional clasico (los cuales son aplicaciones de la teoria neutral
y no son validos cuando hay una fuerte seleccién positiva o fitness) cuando se estudia

virus de ARN (Moya et a/., 2000).

1.2.1 Tipos de Virus ARN en plantas

Existen diferentes tipos de virus ARN en plantas, los cuales se pueden clasificar como:






1.2.4 Virus ARN positivo simple banda

La mayoria de los virus de plantas poseen genoma de ARN positivo simple banda,
el cual, puede estar compuesto de una o varias moléculas de acido nucleico. Dentro de los

Virus ARN simple banda positiva se encuentra el género\'maraﬁvirus (Hull, 2002).

1.2.4.1 Marafivirus

Son virus con genoma de ARN simple banda positivo de aproximadamente 6500
nucledtidos y cdpside icosaédrica (Hull, 2002). EI ARN de estos virus se caracteriza por
poseer una caperuza de guanosina en el extremo 5’, estar poliadenilado en su extremo 3’
y tener un elevado contenido de citosina (Hull, 2002).

El rango de hospederos de los marafivirus esta restringido a la familia Gramineae y
se transmiten por medio de saltahojas, con la particularidad de que son capaces de
replicarse dentro de su insecto vector (Hull, 2002).

Dentro de los Marafivirus se encuentran el maize rayado fino virus (MRFV), el oat
blue dwarf virus (OBDV), el bermuda grass etched line virus (BGELV) y por similitud de

secuencias se propuso que también el poinsettia mosaic virus (PnMV) (Hull, 2002)
1.2.3.1.1 El Virus del Rayado Fino del Maiz
El virus del Rayado Fino del Maiz (MRFV) es un virus que pertenece a la familia de

los Marafivirus y fue descrito por primera vez en El Salvador (Alcamo y Davis, 1961) y

caracterizado en Costa Rica por Gamez (1969).
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Cuando se hicieron los estudios iniciales del MRFV se observd que en los
aislamientos proteicos habia dos proteinas principales: una de 22 000 Da y otra de 28 000
Da designadas p22 y p28 (Ledn y Gadmez, 1986). Estas proteinas mostraban similitud de
secuencia (Falk y Tsai, 1986). Sin embargo, Espinoza et al, (1988) mencionaron que la
traduccidn /n vitro del ARN viral produce una proteina que no es reconocida por la técnica
de ELISA utilizada por Rivera y Gdmez (1983), la cual detecta la proteina de la capside. A
partir de este hecho se formuld la hipétesis de que existen ARNs subgendmicos que sirven
de molde para la traduccion de esta proteina (Espinoza et al,, 1988).

La secuencia completa del MRFV fue determinada por Hammond y Ramirez (2001).
De acuerdo a su analisis este virus contiene un genoma de 6305 nucledtidos y dos
encuadres de lectura que codifican para proteinas de 224 y 43 kDa. La proteina de 224
kDa es una proteina que tiene similitud en su parte aminoterminal con la proteina
asociada a la replicacion en la superfamilia de Virus de ARN simple banda positiva y la
parte carboxiloterminal corresponde a la proteina de la cépside del MRFV. El encuadre de
lectura de 43 kDa es traslapante y codifica para una proteina que tiene cierta similitud con
proteinas de movimiento en otros virus. Ademéas propusieron que el ARN del MRFV no
contiene cola de poli(A).

El MRFV se transmite por medio de un saltahojas del orden Homoptera, familia
Cicadellidae, especie Dalbulus maidis (Gamez, 1979) y tiene la capacidad de multiplicarse
dentro de este insecto vector (Gadmez, 1973; Nault, 1989; Gamez, 1987), en donde se
encuentra dentro de vesiculas (Kitajima y Gémez, 1983; Gamez, 1987). El virus se
mantiene activo dentro del insecto por un periodo de 8-22 dias (Gamez, 1973) y a pesar

de este largo periodo las hembras infectadas no transmiten el virus a los huevos. Sin
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embargo, se ha observado que las ninfas y adultos que tienen el virus son igualmente
infectivos (Gonzalez y Gamez, 1974).

Dalbulus maidis es bastante persistente en el campo pues el macho puede
soportar largos periodos de sequia lejos del hospedero. En consecuencia la enfermedad
también tiene la caracteristica de ser persistente (Larsen, Nault y Moya-Raygoza, 1992).
Ademas, se sabe que Dalbulus maidis también transmite una enfermedad causada por un
micoplasma (MBSM) y un espiroplasma (Spiroplasma kunkelii ) (Ligrand y Power, 1994).

El rango de hospederos del MRFV es bastante restringido, pues parece que es
capaz de infectar sdlo a los géneros Zea, Tripsacum y Rottboellia, aunque
experimentalmente también infecta a la cebada (Madriz-Ordefana et a/, 2000). Dentro de
las especies de maiz el virus infecta todas incluyendo algunos teosintes, que es la especie
de la que se cree es originario el maiz (Gamez, 1973; Paniagua y Gamez, 1977).

Asimismo, también de forma experimental se ha podido transmitir el MRFV por
medio de Graminella nigrifrons (Ligrand y Power, 1994) y mecanicamente por medio de la
técnica de puncién vascular (Madriz-Ordenana, 2000).

En sus estudios de resistencia y tolerancia al virus, Toler et a/ (1985), mencionaron
que de 58 variedades de maiz de Estados Unidos sélo siete mostraron sintomas
moderados y las demas tuvieron sintomas mas severos. Por su parte Bustamente et al.,
(1998) evaluaron 20 variedades de maiz de Mesoamérica y el Caribe y determinaron que
solo dos fueron tolerantes y ninguna resistente. No obstante, (Madriz-Ordeniana, 1999)
observé una variedad de maiz que no present6 sintomas luego de inoculacion con el virus.
Sin embargo, esta resistencia parece no ser especifica hacia el MRFV, lo que dificulta el

mejoramiento genético (Madriz-Ordefiana y Chicas-Romero, 2001 [Datos no publicados]).
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El ARN genémico del MRFV posee un gen que codifica para una de las proteinas de
la capside en su extremo 3’ (Hammond y Ramirez, 2001). Hammond et a/ (1997)
disefiaron imprimadores que amplifican un fragmento de 633 pb del gen de la capside,
para posteriormente amplificar por PCR y secuenciar este fragmento en aislamientos de
Bolivia, Colombia, Costa Rica, Guatemala, México, Pert, Venezuela y Estados Unidos.
Luego confeccionaron un arbol filogenético que muestra tres grupos distintos de

aislamientos de MRFV (Figura. 5).
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Figura 4. Arbol filogenético para varios aislamientos del MRFV de América Latina

(Hammond et a/, 1997).
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El arbol fue obtenido con el programa PAUP (Phylogenetic Analysis Using
Parsimony) utilizando el método de Branch-And-Bound de Maxima parsimonia y el

alineamiento previo fue hecho con Clustal version 5.

1.3 LA TeoRiA NEUTRAL DE LA EvoLuCION

La teoria neutral de la evolucion fue propuesta en 1968 por Motoo Kimura (Kimura,
1991). Segtin esta teoria la gran mayoria de las mutaciones que se observan en una
poblacion de individuos provienen de mutaciones que fueron fijadas por azar, deriva
genética o seleccion neutral (Kimura, 1991).

Esto difiere del neo-Darwinismo pues rechaza la idea de que las mutaciones son
mantenidas en la poblacion porque dan una ventaja adaptativa a los individuos (seleccion
positiva). Asimismo, la teoria neutral es cuantitativa, en el sentido de que la tasa de
evolucion y la variabilidad pueden ser cuantificadas y estimadas (por medio de

ecuaciones) a partir de datos de analisis moleculares actuales (Kimura, 1991).

1.4 EL ANALISIS FILOGENETICO

Existen diferentes maneras de establecer la posible filogenia de los individuos,
especies y familias de los seres vivos. Clasicamente se utilizaba las caracteristicas
anatomicas, bioquimicas y fisiologicas para hacer una inferencia de las relaciones
evolutivas. Sin embargo, también se puede utilizar un anélisis de las secuencias de ADN,
ARN o proteinas para observar su posible relacion evolutiva o filogenética (Swofford,

1996).
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Algunos de los programas que se utilizan para confeccionar arboles filogenéticos
son: ClustalW (Analiza secuencias y hace alineamientos y arboles con el algoritmo del
vecino mas cercano y bootstrapping), ODEN (Calcula distancias genéticas a partir de
secuencias de nucleétidos o proteinas), PHYLIP (Utiliza los métodos de parsimonia,
maxima similitud, bootstrapping y otros mds) y TREJECON (Para calcular distancias e
incluye bootstrapping y dibujo del arbol) (Swofford et ;3/; 1996). También hay paquetes
muy completos de analisis de secuencias y filogenia como: MEGA 2.1 (Kumar et al., 2001)
y DNASTAR4.03 (DNASTAR Inc).

Para que estos métodos y algoritmos (y en consecuencia, también para que los
programas funcionen) es necesario realizar una alineamiento de las secuencias con que se
esté trabajando. Este es uno de los puntos mas débiles en el andlisis filogenético, pues los
programas en general cometen errores en circunstancias especiales tales como la
presencia de regiones invertidas o cuando hay barajamiento de exones (Swofford et al;
1996). En general, para el alineamiento se toman dos secuencias y se colocan en la
primera fila y columna de una matriz, luego se observa cuales son las similitudes y se
colocan en la diagonal de la matriz. Entonces se hacen ajustes para que las secuencias
alineen de la mejor manera (Swofford et af, 1996). Esto implica que se obliga a que la
primera parte de una secuencia alinee con la primera parte de otra, aunque puede que el

alineamiento correcto sea una parte inicial con una terminal o con ninguna.
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1.5 ANALISIS FILOGEOGRAFICO DE VIRUS

De acuerdo a trabajos recientes el andlisis de distribucion y filogenia de un virus puede

tener varios niveles

— 1) Analisis de distribucién geografica

— 2) Anilisis filogenético.

— 3) Test de neutralidad y de seleccién

— 4) Analisis de distancias entre clados o subgrupos
— 5) Correlacién de distancias genética y geografica.

— 6) Analisis de diversidad para determinar posible origen evolutivo.

En los trabajos que se puede encontrar en la literatura no siempre se ha podido
hacer el analisis en todos los niveles. Sin embargo, hay trabajos muy destacados como el
de Peterson et al. (2004) en donde se cuenta Gnicamente con informacidn de la ubicacion
del virus. No obstante, se utilizaron datos de humedad, altitud, relieve entre otros; para
determinar los nichos ecoldgicos en donde se encuentran diferentes especies de filovirus;
lo cual es importante para la determinacion de posibles lugares en donde se puede hallar
o bien desarrollar cada especie viral.

Bakonvi et al. (2002) y Switzer et al. (1995) al trabajar con virus humanos, poseian
informacion de la procedencia de los diferentes aislamientos virales y con parte de la
secuencia nucleotidica. No obstante, en ambos trabajos, aunque los diferentes clados o
subgrupos obtenidos en el analisis parecian ser bastante consistentes, la relacién entre

éstos parece ser no adecuada de acuerdo a conocimientos previos. En el caso de Swittzer
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et al (1995), quienes trabajaron con el HTLV-II (human T-cell leukemia virus subtipo II),
el analisis filogenético indicé que el virus se origind en América, pero existe evidencia de
que este virus se encuentra infectando a tribus de pigmeos en Africa, lo cual hace suponer
que el origen mas bien puede ser en el viejo mundo. En el trabajo de Bakonvi et a/. (2002)
las mayores similitudes de secuencia se observaron entre los aislamientos dentro de cada
uno de los clados o subgrupos, sin embargo, las similitudes entre aislamientos muy
distantes llegaron a ser de hasta un 96%, lo que hace pensar que se trata del mismo virus
en todas las regiones de estudio.

En este aspecto cabe destacar que Schierup y Hein (2000) comenta que la presencia
de recombinacion en virus puede afectar severamente el anélisis filogenético en diferentes

aspectos, tales como:

- Subestimacion de la cantidad de divergencia.

- Sobrestimacion del nimero de mutaciones.

- Aparente crecimiento exponencial de la poblacién

- Aparente heterogeniedad entre las tasas de sustitucion entre los diferentes sitios.
- Aparentes sustituciones paralelas.

- Pérdida del reloj molecular.

Ademas Barrett et a/ (2002) sugieren que una escasa diversidad (que es equivalente a
una escasa divergencia) puede deberse a una rapida dispersion del virus o a una baja tasa
de mutacidn, aunque la segunda razoén admiten que es poco probable.

A partir de este conocimiento, hay trabajos como el de Radjef et al. (2004) y Barret

et a/ (2002) en donde se realizé el andlisis filogenético y luego se hizo un analisis de
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correlacion entre la distancia geogréfica entre los diferentes aislamientos y la distancia
genética. En estos casos, si se observo correlacidn, por lo que se concluyé que el andlisis
filogenético concordaba con la realidad. Sin embargo, en un estudio de Burt et al. (2002)
sobre el WNV (west nile virus) no se determind ninguna correlacion entre la distancia
genética y el lugar de procedencia de las muestras, espe_cie de la que se aisld el virus o
fecha de aislamiento; por lo cual, el andlisis ﬁlogenético‘no es concluyente sobre como se
dispersd ¢ evoluciond el virus en este caso.

Se han reportado trabajos muy completos como los de Fargette et a/. (2004) con el
virus RYMV (rice yellow mottle virus) y Moonan & Mirkov (2002) con el virus SCYLV
(sugarcane yellow leaf virus) (que infecta cafia de azlcar) en donde se realiza el analisis
filogenético por diferentes métodos para observar si hay consistencia en la formacion de
los diferentes subgrupos. Se hicieron pruebas de neutralidad y de recombinacion para
poder determinar la fiabilidad del anélisis filogenético. Luego de hacer esto, en el caso de
Fargette et al. (2004) se calculd la distancia entre los diferentes subgrupos del virus y la
diversidad para cada uno. De acuerdo a esto, se observd que habia correlacién entre las
distancias y un modelo de dispersion del virus y que ademas, la diversidad disminuia hacia
el subgrupo maés divergente y distante segin el modelo de dispersion. En el estudio de
Moonan & Mirkov (2002), se utilizd un modelo de evolucién intrafamiliar para determinar
las diferentes subpoblaciones del SCYLV vy la relacion de éstas con otros virus
relacionados, con lo que se pudo determinar un posible origen d‘el virus en Colombia.

Existen trabajos con aportes importantes como el de Dimcheff et al. (2000)
quienes analizaron la dispersion del virus ASLV (avian sarcomayleukosis virus ) que infecta
galliformes en América, Europa del Este, Asia y Africa. En este estudio, se compararon el

anélisis filogenético del virus y el de las diferentes especies de galliformes de las cuales se
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aisld el virus y se concluyd que existe coevolucién entre el virus y las diferentes especies

de galliformes.
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2. JUSTIFICACION

El Virus del Rayado Fino del Maiz fue observado en Ecuador por Bradfute et al
(1985) y estuvo presente en alrededor del 3% de las plantas examinadas. Asimismo, este
virus no se caracteriza por inducir grandes pérdidas en el rendimiento de las plantas de
maiz, sin embargo, estd disperso en toda América Létina (Kogel et a/, 1996) e infecta
cultivos de maiz en paises como Argentina, Ecuador, Brasil y Colombia (ISAAA, 1996 y
Ramirez, 2001; comunicacion personal), por lo que las pérdidas son considerables si se
toma en cuenta el drea afectada.

Al conocer las relaciones filogenéticas de diferentes aislamientos del MRFV se
puede estimar su variabilidad y posibles razas. Esto es Util en la elaboracién de planes de
manejo, pues las diferentes variedades de maiz pueden responder de manera desigual

ante los diferentes aislamientos del virus.
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3. OBJETIVO GENERAL

Analizar la informacién de las secuencias de diferentes aislamientos del MRFV con el fin

conocer sus relaciones filogenéticas e historia evolutiva.

4. OBIETIVOS ESPECiFICOS

Clonar y secuenciar parcialmente el MRFV de un aislamiento ecuatoriano para poder

realizar comparaciones con otros aislamientos

Analizar filogenéticamente todos los aislamientos mencionados del MRFV para establecer

las relaciones filogenéticas del virus en América Latina.

"~ Analizar la variacion en las secuencias de ARN del MRFV de los diferentes aislamientos

para dilucidar su historia evolutiva.
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5.5 ELABORACION DE UN VECTOR DE CLONACION DE PRODUCTOS DE PCR

Se tomaron 5 pg de plasmido pBluescript SK y se digirieron con la enzima de
restriccion EcoRV (Promega, Madison, Wisconsin, USA) para generar extremos romos, se
hizo una limpieza con Fenol:Cloroformo 1:1 para eliminar los residuos proteicos. Luego se
agregé 1ul de dTTPs 100 mM, 10 pl de Buffer de Taq polimerasa 10x y 5U de Taq
polimerasa. El volumen se llevd a 100 pl con agua bidestilada estéril y finalmente se
incubd a 75 °C por 2 horas.

Con esto se adiciond colas de T al vector para posibilitar la clonacion de

fragmentos de PCR.

5.6 LIGACION

Se tomaron 50 ng del vector de clonacién de productos de PCR, se agregd 1 pl de

T4-Ligasa (Promega, Madison, Wisconsin, USA) 5U/ul, 1 pul de buffer de ligacién 10x

(Promega, Madison, Wisconsin, USA) y el 100ng de cada producto de PCR. Cada reaccion

se llevd a un volumen de 10 pl y se incubd a 14° C por 16 horas.

5.7 ELABORACION DE CELULAS COMPETENTES

Se inocularon 3 ml de medio de cultivo LB con bacterias E. colf XL1-Blue y se

incubaron toda la noche a 37 °C y 200 rpm.
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Con los 3 mi de suspensién celular se inocularon 100 m! de medio de cultivo LB y
se incubaron a 37 °C y 200 rpm hasta que la suspensién alcanzé una densidad optica de
3. Luego se colocé en hielo por una hora.

Se centrifugaron los 100 mi de suspensiéon a 2000 rpm y 4 °C por 15 minutos,
fuego se resuspendieron en 10 ml de CaCl, 0,1 My sé dejaron en hielo por 40 minutos.
Entonces se centrifugaron a 2000 rpm por 15 minutos,. se resuspendieron en 4 m| de CaCl,

0,1 My I ml| de glicerol al 88%.

5.8 TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

Para cada muestra se tomaron 100 pul de células competentes, a las cuales se les
afadié el producto de la ligacién. Los tubos con las muestras se colocaron 25 minutos en
hielo, luego se incubaron a 42 °C por 1,5 minutos, se colocaron nuevamente en hielo por
8 minutos, se agregaron 900 pl de medio de cultivo LB y se incubaron a 37 °C por 1 hora.

Se prepararon placas con medio de cultivo LB que contenian 100 pg/ml de
Ampicilina, 50 ug/ml de Tetraciclina y X-Gal (5-bromo-4-chioro-3-indolyl bd-galactopyrano-
side) e IPTG (Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside). Se centrifugaron los 900 ul de
suspensidn celular de cada muestra, se resuspendieron en 50 pl de medio de cultivo LB,

se cultivaron en las placas descritas anteriormente y se incubaraon a 37 °C por 18 horas.

5.9 SELECCION DE COLONIAS

Se escogieron 4 colonias de cada placa y se inocularon 3 ml de medio LB (Luria et

al., 1960) con cada una. Se incubaron a 37 °C y 200 rpm por 18 horas.
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5.10 EXTRACCION DE PLASMIDO

Se utilizé el kit de extraccion de plasmidos QIAprep (Qiagen, GMBH, Germany)

para extraer el pldsmido de las suspensiones bacteriales.

Para cada suspension celular se tomaron 1,5 ml_de medio inoculado y se colocaron
en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Se centrifugé el tubo a 4000 rpm por 5 minutos.
Se elimind el sobrenadante y se resuspendié el botén en 250 pl del buffer P1. Se
agregaron 250 pl de buffer P2, se agité el tubo invirtiéndolo tres veces, se agregaron 350
Hl de buffer N3 y se volvié a invertir el tubo tres veces. Se centrifugdé durante 10 minutos
a 10 000 rpm. Se decanté el sobrenadante dentro de un tubo de 1,5 ml y se afadieron
250 ul de buffer PB. Se centrifugd por 1 minuto a 10 000 rpm, se elimind el liquido que
quedo en el tubo y se afiadié 750 pl de buffer PE. Se volvid a centrifugar por 1 minuto a
10 000 rpm y se coloco la columna sobre un tubo de 1,5 ml limpio. Se agregd 50 pl de
agua bidestilada estéril sobre la columna y se centrifugd a 10 000 rpm por 1 minuto. El

liquido que quedd en el tubo corresponde al ADN del plasmido en suspensién.

5.11 SECUENCIACION

Se tomaron 10 pl de plasmido a 50 ng/ul para cada uno de los siete clones
obtenidos y se secuenciaron utilizando el kit Big Dye 2.0 de Applied Biosystems y el
secuenciador automatico ABI 377 (Applied Biosystems model 377A). Para la reaccién de

secuenciacion se utilizaron imprimadores M13 Forward y M13 Reverse.
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5.12.1 Alineamientos

Se hicieron tres alineamientos que se llevaron a cabo por medio de programa
Clustal W (Thompson et al., 1994). En el primero, se alined las secuencias de los
genomas de los Tymovirus, el OBDV y el MRFV (Ali~neamiento genomas Marafivirus-
Tymovirus) luego se cortd estas secuencias de tal manera que se dejo solo la parte que es
analoga al fragmento de 633 pb que se cloné.

Se alined el fragmento obtenido (sin incluir la secuencia del MRFV) con las
secuencias parciales de diferentes aislamientos del MRFV en América Latina y que son
analogas al fragmento clonado (Alineamiento parcial Marafivirus-Tymovirus).

El fragmento de 633 pb clonado corresponde a la parte amino terminal de la
proteina de la capside del MRFV y a un segmento de la parte 3’ terminal del genoma
(Hammond et al, 1997). Por tal motivo, se alinearon las secuencias parciales de
nudedtidos de los diferentes aislamientos del MRFV (United States, México, Guatemala,
Costa Rica A, Costa Rica B, Costa Rica C, Venezuela, Colombia A, Colombia B, Pert A, Peru
B, Perti C, Bolivia A, Bolivia B. Brazil 26, Brazil 48, la nueva secuencia de Ecuador, y el
fragmento correspondiente del OBDV). Luego, este alineamiento fue dividido en dos
alineamientos, uno que se refiere al fragmento que codifica para parte de la proteina de
la capside (Alineamiento codificante) y otro que pertenece a la parte 3’ terminal del MRFV
(Alineamiento no codificante).

Se eliminaron los dos primeros nucleétidos del alineamiento codificante y se
tradujo para obtener un alineamiento con las secuencias de aminodcidos (Alineamiento

proteina cp).
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2001) con 1000 bootstrap y modelo de sustitucion de Tajima y Nei (Los demas parametros

fueron los predeterminados).

5.12.3 Estimacion de distancias

Se utilizo el programa DNADist 3.5 (Felsenstein, 1993) para estimar las distancias

genéticas para cada par de secuencias de los alineamientos codificante y no codificante.

5.12.4 Estimacion de estructuras secundarias de ARN

Se utiliz6 el programa DNASTAR 4.05 (DNASTAR Inc) para determinar las
estructura secundaria de las region 3’ terminal (parte no codificante) de cada una de las
secuencias pertenecientes a los aislamientos: United States, México, Guatemala, Costa
Rica A, Costa Rica B, Costa Rica C, Venezuela, Colombia A, Colombia B, Per(i A, Peru B,

Perli C, Bolivia A, Bolivia B. Brazil 26, Brazil 48 y la secuencia de Ecuador.

5.12.5 Pruebas de neutralidad y seleccion

Se utilizé el programa Mega 2.1 (Kumar et al, 200_1) para determinar si las
diferencias observadas en las secuencias del alineamiento codificante puede ser explicada
por medio de la teoria neutral o si existe evidencias de selecciéon positiva. Para ello se
realizo la prueba de Neutralidad de Tajima y la prueba de Z (esta Ultima para observar si
la razén de mutaciones sinénimas y no sinénimas entre las diferentes secuencias era

significativamente diferente de 1).
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias de los siete clones obtenidos
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Nétese que en la figura 8, la secuencia de la muestra 2k1211 presenta una
insercién de un nucleétido en la posicién 621, lo cual es una diferencia importante con
respecto de las demas secuencias. Por tal motivo, se tomé la secuencia consenso (Ecuador

A) y esta otra secuencia (Ecuador B) para los analisis posteriores.

6.4 ALINEAMIENTOS

En las figuras 9, 10, 11 y 12 se muestra los diferentes alineamientos de las

secuencias que se analizaron.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90

B T T T O JE S [ B T I I T I I I S e N R EE R R |
United Sta 1 LPDPPRVLET ‘' PSHFLDLPFQWKVTDFTGYVAYHGTDDLSASAVLTTLCAPYRHAELLYVEISVAPCPPSFSKPIMFTVVWTPAALSP :D 90
Mexico 1
Guatemala 1
Costa _Rica A 1
Costa_Rica B 1
Costa_Rica C 1
Venezuela 1
Colombia A 1
Colombia_B 1
EcuadorA 1
EcuadorB 1
Peru_ A 1
Peru_ B 1
Peru C 1
Bolivia A 1,
Bolivia B 1
Brazil 26 1
Brazil 48 1

100 110 120 130 140 150 160 170

F T O [T T T S O L N [T O T T I O ITTT PR PR PN
United_sta 91 GKETDYYGGRQITVGRAVLLSSTTAVPADLARMNPFIKSSVSYNDTPRWTMSVPAVTIGGDTKIPLATAFVRGIVRVSAPSG ATPSA 177
Mexico 91
Guatemala 91
Costa Rica A 91
Coata Rica B 91
Costa_Rica C 91
Venezuela 91
Colombia A 91
Colombia B 91
EcuadorA 91
EcuadorB 91
Peru A 91
Peru B 91
Peru C 91
Bolivia A 91
Bolivia B 91
Brazil 26 91
Brazil 48 91

Figura 11. Secuencia de aminoacidos obtenida al traducir las secuencias de
nucledtidos del alineamiento codificante.

Jevoodaeualoaoaloneeforaofoaanlooanlonueeloaeafenes]oans]orend |

United States TGATCCATC AGCAATAATGCGAGAAGGARAAC TCGCCCAGCCTTGA ~ ~GCTGGTAA-~GCTGTTAAA-CCTCCGCC~CATCCATGTTT- GAAARATCTAAGG 100
Mexico 1 <AL, G i it e e st et a e Teveneaernrennsraiennes Avenens Covernnnnnns 100
Guatemala 1 -A..

CostaRicaA 1 \A..

CostaRicaB 1 WAL

Costa Rica 1 .A..

Venezuela 1

Colawbia B 1

Colawbia A 1 ..

Ecuador A 1 WAL

Ecuador_B 1 -A..

Pexu A 1 -A..

Peru B 1 L.A..

Peru C 1 .A..

Bolivia A 1 .A..

Boldvia B 1 .A..

Brazil 48 1 .A..

Brazil 26 1 .A..

OBDV 1 A.G.

Figura 12. Alineamiento no codificante. Al igual que con el alineamiento codificante se
agrego parte de la region 3-Terminal del genoma del OBDV. Aunque la regién 3*-
Terminal del OBDV es de mayor tamafio se dejo sdlo lo que alineaba con la region 3~
terminal del MRFV
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10 20 30 40 50 €0 70

P O I T TR T T e L O T T T I S TR IR IRl IPIPENPRY R |
United States 1 CTAGAATACCCGTCGCGTGACCCTCTTCGCTTAGCCCGGTCGGCTGCTGGTTGCGCACGCTCTCCCCGTCCCTGAGGT
Maxico 1 e eGaenienannan AT.G...T.C.G..TT..T.....CC....C...CC.C....T.C...C.... Civernnnne C.
Guatemala 1 e Geseannn eee.T.G...T.C.G..Tee . T..A..CCevrnuun CCCC.TA.Te.ev.w Coevienn CoeTovnane C.
Costa Rica A 1 [ GTAT.G...T.C.G..T...T....C.Couucurn. cC....A.T.....C.....C..T......C.
Costa Rica B 1 P GTAT.G...T.C.GC.T...Te.e.C.Cuvvanns CC....A.T..... CoveeeCuuTuvnnen C.
Costa Rica C 1 P AT.G...T.C.GC.T...Te e . CC.Tevunn CC.C..A.T..... Cevann CeTocenonnan
Venezuela 1 eeGeeoiiaiaan. ar.6...T.c.G..TT..T.T...CC.T..C....A.C....T.C..GCA....C.GG...... C.
Colombia B 1 .CG...GC.ATA..CTAC....... C...... C..TTCC..... C...CCCCA.TTT.A..TCTT.TTC..TA.G.C.CT
Colambia A 1 .CG...GC..TA..CTA...cau.nns C..T..C..TT.C..... C...CCCCC.TTT.A.G.C.T.TTC..TA.G.CGC.
Ecuador A 1 GC.AGCGCGATA. .T. .C.TTTTCTGCT....TC.TT.C.T....C'I:.T_C.C..C.CT.TG.A..T.TC....T...TC.
Ecuador B 1 GC.AGCGCGATA..T. .C.TTTTCTGCT....TC.TT.C.T....CT.TC.C..C.CT.TG.A..T.TC....T...TC.
Bolivia._A 1 «.G...GC..TA..... C..TT.C.GC...C.C..T..C...ATCA..CCCCT.C..T....Conurnnn TCT.A..C.
Bolivia B 1 .CG...GC..TA..... C..TTTC.6C...C.C.TT..C...ATCA..CCCCT.C.TT....C..... CT.TCT.A..C.
Peru A 1 .CG...GC..TA..... CT.TTTCT.C..T..C.TTT.C....T.A.CTC.CT.C.T.. ... Ceevnn C..TCT....C.
Peru B , 1 .CG...GC..TA...T.CT.TTTCT.C....CC.TTT.C....T.A.CTC.CT.C.T..T..C..... C..TCT....C.
Peru C 1 .CG...GC..TA..... C..TT.C.GC...C.C.TTT.CC...T...ATCCCC.C.T..... Cevevne CGATCC....C.
Brazil_48 1 .CG....T..TA...T.C..TT.CTGC..... C.TTT.C...AT.A.CTC.CTTC.T.cerveneaann T.TCT...TC.
Brazil 26 1 .CG...GC..TA...T.C..TT.CTGC..... C.TTT.C....TCA.CTC.CT.C.T..... Covuennnn TCT....C.

90 100 110

B T T T T O I
United States 81 GTCCGCCGTGTCCCTGCCTGTAAGTTC-CAA 110
Mexico L 5 T.A.G....T...T 110
Guatemala Bl i iiiiiiaiine A.G....T.... 110
Costa Rica A 8l .......... [o(c IR A.G....TA... 111
Costa Rica B 8l ....... TGeveweneann A.G....TA... 111
Costa Rica C 81 .C..... TGuvnanennns A.G.A..T.... 110
Venezuela 8l .......... GG..... T.A.G....T.... 110
Colombia B 81 ....AT...C...A..GT..CT...CT...G 110
Colombia_A 81 .CGT.TT..C...A.AGT..CG.covu.u. G 110
Ecuador A 81 ACT.A....C....A..TCAC.TCCC..... 110
Ecuador B 81 ACT.A....C....A..TCAC.TCCC..... 110
Bolivia A 81 .C...GT..C..T.C....A...... T.... 110
Bolivia B 81 ..... GT..C..T.C....Auueunn T.TC. 110
Peru A 81 ..... GT..C..TT..T..A...... T.T.. 110
Peru B 81 ..... GT..C..TT..T..A.. ... T.... 110
Pex:u_C 81 ..... GT..C..T.A.T.. A e vnnncenn 110
Brazil 48 81 ..... GT..C..T..A...Acuue . T.... 110
Brazil 26 81 ..... GT..C..T...T..A. .o T.... 110

Figura 13. Alineamiento codificante informativo.

10 20 30 40 50
. F O L T O L [ S T (O I TIPS I
United States 1  WDYVASAAYVECSFVAP:DGYQRAVLAVPALAFIKSNDTMATGGTVIVVS A 53
Mexico 1 ALLA ... ... T.A....GP. M.t itiiiiiinanennn e A. 53
Guatemala 1 A...A........ S O W - R A. 53
Costa Rica A 1 A...AV......... T.R....GP.M....... tencessressaanea RA. 53
Costa_Rica B 1 A...AV......... T.R.e..GP. M. et iiiiiiiiiennnns W.A. 53
Costa Rica € 1 A.N.A........L..T.A.V..GLIM....uiuuurennn.. IV....W.A, 53
Venezuela 1 AL AL TRA.V..G .Mi...RG.RNAE...R....... AL 53
Colombia A 1 A..BA... ....... T.A....GP.M..... M. ......8L..V.....A, 53
Colombia_B 1 A.BALR ...... IT.%....GP.M.. .o dileoo. o JSL. AL T A, 53
EcuadorA 1 A..ARAG...F......T.A....GP.M..... 4...K...§s!....1.;lg..A. 53
EcuadorB 1 A..AAG...F......T.A....GP.M.....J¥...K...8}...I.I..A. 53
Peru A 1 A..BA...... B 2 ...AR 53
Peru B 1 A..AA.....LQR..AT.A....GPGM..%...L..ccuuuuuaeannas A, 53
Peru C 1 A.AA......... L.T.A..H/GP.M...Guvoue. .M. Noowu L. A, 53
Bolivia A 1 A..AA........ L.T.A. eGP Muuiinannnnnnn Veerrnvunns A. 53
Bolivia B 1 A .AA ... ..., L.T.Ae. oGP Meiiiiiiinienan «ee.....A. 53
Brazil 26 1 A..RA....... e TLALLLGP Mo saiinn el eteseeaan A. 53
Brazil 48 1 A..FA..... B o W 2 - Y WX |

Figura 14. Alineamiento proteina cp informativo.
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6.5 ANALISIS FILOGENETICOS

En la siguiente figura se puede notar que los marafivirus se ubican como un
subgrupo dentro de los Tymovirus, por lo que se podria clasificar a los marafivirus como

parte de los Tymovirus.

Chidv

EMV

PV

100 GFkV
100

OBDV

100

i

MRFV

EdVv

100

TYMY
81

Figura 15. Arbol filogenético obtenido por el método de Maximum Likelihood utilizando
las secuencias nucleotidicas de los genomas completos de algunos Marafivirus y

Tymovirus. El alineamiento tiene una longitud total de 7901 sitios.

En las figuras 17 a 21 se muestran las relaciones filogenéticos entre los diferentes
aislamientos del MRFV al utilizar diferentes métodos de inferéncia filogenética. Aunque
existen algunas leves diferencias en la topologia en todos se distinguen los mismos
cuatros subgrupos. Se dehorhinaron los diferentes subgrupos como sigue: Grupo I
(United States, México, Guatemala, Costa Rica A, Costa Rica B, Costa Rica C y Venezuela),
Grupo II (Perl A, Per( B, Per( C, Bolivia A, Bolivia B, Brazil 26 y Brazil 48), Grupo III

(Colombia A y Colombia B) y Grupo IV (Ecuador A y Ecuador B).



42

2 r Mexico
Venezuela

— United Sta

62 | Guatemala

- CostaRicaA

- CostaRicaB

L— CostaRicaC

Colombia B
Colombia A

Bolivia A
Bolivia B
78 s3 p—PeruC
Brazil 26
5s Brazil 48
82 53 Peru A
64L Peru B

I— ELv
91 GFkV

Chiv

. Ecuador A
73 _-i Ecuador B
_E

'O

©

PV

0.2

Figura 16 Arbol filogenético obtenido por el método Maximum Likelihood que relaciona a
los diferentes aislamientos del MRFV con otros Marafivirus y algunos Tymovirus. El

alineamiento tiene una longitud total de 691 sitios.



43

Peru A
b« % Peru B
£9 Brazil 26
Brazil 48
- T et
50 olivia
ol | ISR Peru C
Tl Ecuador A
L— EcuadorB
= CostaRicaA
67 ____E CostaRicaB
62 CostaRicaC
: Mexico
96 2 Venezuela
62 Guatemala
United States
= Colombia B
L—— Colombia A
0BDY

Figura 17. Arbol filogenético obtenido con el método de Maximum Likelihood y a partir de

los 533 nucledtidos del alineamiento codificante.

United States
Mexico

93 82 Guatemala
83 CostaRicaA

‘—99[::: CostaRicaB
CostaRicaC

Venezuela

98 = Bolivia A
b Bolivia B

Peru A
PeruB

66 Brazil 48
- T
77 Brazil 26
Peru C

 — Colombiz
100 b Colombic -

| — Ecuador A
100 ke Ecuador B

62

Figura 18. Arbol filogenético obtenido con el método de UPGMA y a partir del

alineamiento codificante.
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100 |
98
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53
69
82

Peru A
PeruB
Brazil 26
Brazil 48
PeruC
Bolivia A
Bolivia B
Ecuador A
Ecuador B
Colombia B
Colombia A
United States
Guatemala
Mexico
Venezuela
CostaRicaC
CostaRicaA
CostaRicaB

- OBRDYV

44

Figura 19. Arbol filogenético obtenido con el método de Neighbor-Joining y a partir del

alineamiento codificante.
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Peru A
PeruB
8 Brazil 26
Brazll 48
Peru C
Bolivia A
99 ke Bolivia B

98

57

70

Ecuador A

100 Ecuador B

Colombia B
97 be—— Colombia A
United States
Guatemala

56 93 Mexico

Venezuela

CostaRicaC

76 r——— CostaRicaA
83— costaRicaB

85

Figura 20. Arbol filogenético obtenido con el método de Minima Evolucion y a partir del

alineamiento codificante.
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89 |

USA
UnitecbStates

Venezuela
CostaRicaC

67

CostaRicaA

83 L

CostaRicaB
Guatemala

95

Bolivia A

Bolivia B
PeruC

82

91 |

Peru A

Peru B
Brazil 48

73

Brazil 26
Ecuador A

100

Ecuador B
Colombia B

Colombia A

46

Figura 21. Arbol filogenético obtenido con el método de Méxima Parsimonia y a partir del

alineamiento codificante.

En las figuras 22 a 26 se muestra las mismas inferencias filogenéticos que en las

figuras 16 a 21 pero utilizando el alineamiento no codificante para el analisis.

Cabe destacar que no se observa la misma consistencia de los subgrupos del

MRFV, sin embargo, presentan una leve tendencia a formarlos.
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0oBDV
United States
Mexico
Guatemala
CostaRicaA
CostaRicaB
Costa Rica
Venezuela
Colombia B
Colombia A
Bolivia A
Peru B
Peru C
Brazil 48
Brazil 26
Ecuador A
Ecuador B
Bolivia B
Peru A

Figura 22. Arbol filogenético obtenido con el método de Maximum Likelihood y a partir

los 100 nucledtidos del alineamiento no codificante.

24

21

17 Guatemala

35 _E: CostaRicaB
CostaRicaA

_1_BE Venezuela

Costa Rica

22

41

51

Mexico
Bolivia B

14

Peru A

19

24

Brazil 26
Peru B
— Bolivia A

18

Brazil 48
PéruC

United States

311

Colombia A

- Ecuador A

-

99}

Ecuador B

Colombia B

Figura 23 Arbol filogenético obtenido con el método

alineamiento no codificante.
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Colombia B

32

38

Colombia A

Ecuador A

46

95 |

Ecuador B

17

United States
Peru C

Mexico

CostaRicaA

31

14 15

Venezuela
CostaRicaB

Guatemala

ke Costa Rica
— Bolivia B

10 66 |

Peru A
PeruB

44

Brazil 48
Bolivia A

I

Brazil 26

e OBDV

48

Figura 24. Arbol filogenético obtenido con el método de Neighbor-Joining y a partir del

alineamiento no codificante.
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42

~—— Colombia B

31

43

— Colombia A

United States
Ecuador A

16

95

e Ecuador B
PeruC

14

— Bolivia B

62

—— Peru A

Mexico

11

- Costa Rica
CostaRicaB

CostaRicaA

22

10

Venezuela

12

Guatemala
Bolivia A

49

Peru B

Brazil 48

Brazil 26

B

o QBDV

49

Figura 25. Arbol filogenético obtenido con el método de Minima Evolucién y a partir del

alineamiento no codificante.
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Colombia B

33

23

Colombia A

United States
Peru C

Ecuador A

99 |

Ecuador B
CostaRica A

30

CostaRica B

CostaRica C

Venezuela
Mexico

e Guatemala

Brazil 26

12

69 |

Bolivia B

Peru A
Brazil 48

—— Bolivia A

4

Peru B

e OBDV

50

Figura 26. Arbol filogenético obtenido con el método de Méxima Parsimonia y a partir del

alineamiento no codificante.

En el caso de los arboles filogenéticos obtenidos a partir del alineamiento no

codificante, no se observa la misma consistencia de los subgrupos del MRFV, sin embargo,

presentan una tendencia a formar los cuatro subgrupos definidos anteriormente.
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6.6 ANALISIS DE DISTANCIAS GENETICAS

A continuacidn se presentan los valores de las distancias genéticas entre los
diferentes aislamientos del MRFV y OBDV, para los aljneamientos codificante y no

codificante.

Cuadro 8. .Distancias genéticas obtenidas a partir de las secuencias codificantes para la
proteina de la capside del MRFV y del OBDV

.065 10.027- 0.027° 0.000
.067 0.029 0.029 0.010 0.000

0.084 0,041 0,045 0.045:0.035' 0.000

0.088 0.039 0.062 0.056 0.064 0.072 0.000

.128 0,093 0.097° 0.101 '0.1040.426 0.128° 0,000

£ 0.426 0.091 0.099 0.108 0.106 0.119 0.130 0.055 0.000

+0.099.0.075 0.071. 0.0520.08070.092' 0.114- 0.401:0.092" 0:000

:0.116 0.084 0,079 0.090 0.088 0.105 0.118 0.105 0.101 0.023 0.000

.114.0.088 0,088 0.095°0.093 0.110 0:1210.107 0,097 :0.054 :0,051 0,000

.126 0.099 0.095 0.102 0.100 0.117 0.133 0.114 0.108 0.065 0.061 0.033 0.000
0.126:0.085 0,087..0.098 -0.096.0,1110.126 :0,11570,108 0.059 0,057 0,059 0,070 '0.000

101 0.079 0.071 0,082 0.080 0.096 0.111 0.107 0.096 0.044 0.044 0.041 0.047 0.059 0.000
.099 /0,069 0,069 0,075 0,073 0,090°0.100° 0,088 '0.084 0,033/ 0.03670,025: 0. )
131 0104 0.410 0.415 0113 0.122 0.144 0127 0.123 0.084 0101 0.099 0.106 0.115 O
’ 0.110 0.415 0.113 0422 0.144°0.127-0.123 0,094 0.1 01 0,089/0.108.0:115 0,094 0,088 0.000:0:000

0.635 0.636 0.650 0.636 0.623 0.625 0.644 0.654 0.654 0.633 0.647 0.636 0654 0.654 0.000

Cuadro 9. Distancias genéticas obtenidas a partir de las secuencias no codificantes para
la protelna dela capsnde del MRFV y del OBDV

0.00

0.02 0.00

002 0.00 0.00

002 000 000 0.00

003 001 001 001 .0.00

002 000 000 000 001 0.00

0.10 009 '0.09 0,09 * 0.10 /009 0.00

005 004 004 004 005 004 0.08 0.00

0.03 001 001 '0.01- 002 001008 005 0,00

0.05 003 003 003 004 003 0.1 008 002 000
004 002 002 002 0.03:0.02 010006 0.0t 0.01: 0,00

003 001 001 001 002 001 009 005 000 002 001 0.00

0.05 003 003003 004 003041 005 002 0.04:003 002,000
003 001 001 001 002 00 009 005 0.00 0.02 00f 000 002 000
0.04 002 002 0,02 003002 010 '0.06 001 003
010 008 008 008 008 008 0.1 008 0.06 009
0.10 008 008 008 0.08 008 0.056 009

1.18 ERIEIARZ a2 1.18 13 B 122 1




52

En los cuadros de distancias se destacd con un azul los menores valores de

distancia entre el OBDV y los diferentes aislamientos del MRFV.

6.7 ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DEL ARN DE LA REGION NO CODIFICANTE

Se obtuvo la estructura secundaria de la regién no codificante para cada uno de los

aislamientos para observar si son conservadas al igual que las secuencias de esta region.
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Para todas las secuencias analizadas se observd una estructura en forma de Y

cuando se calculé bajo cierto rango de temperatura.

6.8 PRUEBAS DE NEUTRALIDAD Y SELECCION

De acuerdo a la prueba de neutralidad de Tajima, se rechazd la hipdtesis de
neutralidad para los datos, cuando se analizaron las tres posiciones de cada codén vy
cuando se analizaron dos de las tres posiciones. Sin embargo, cuando se analizd la tercera
posicién se acepto la hipétesis de neutralidad.

Se aplico la prueba de Z bajo la hipotesis de neutralidad, seleccién positiva y purga
genética. Se rechazd las hipdtesis de neutralidad y purga genética, pero se acepto la
hipétesis de seleccidn positiva; por lo cual, los modelos de sustitucidon que se fundamentan
en la teoria neutral es posible que no se ajusten de la mejor manera a este caso y por lo
tanto, el andlisis filogenético puede no ser confiable debido a que los métodos utilizados

se fundamentan en la teorfa neutral de la evolucion (Phillips et al. 2000).
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7. DISCUSION

De acuerdo con Moya et al (1993) las poblaciones de virus de ARN no se
comportan tal como lo describe la teoria neutral de la evolucién, sino que presentan una
fuerte seleccidon positiva. Por lo tanto, el analisis ﬁIoge‘nético debe hacerse con mucho
cuidado.

Seglin Hammond et al. (1997) existe tres subgrupos del MRFV. La formacién de los
subgrupos y la relacidon que se pueda observar entre ellos depende del grupo de afuera
que se use. Por tal motivo, se tomaron las secuencias de los genomas de algunos
Marafivirus y Tymovirus (Fig. 15). Al hacer un arbol filogenético a partir de estas
secuencias, se observa que los marafivirus son un subgrupo dentro de los Tymovirus y
que el OBDV se encuentra en una rama agrupado Unicamente con el MRFV; asimismo, el
OBDV se encuentra mas cerca del punto de divergencia que el MRFV, por lo que se puede
decir que el OBDV es mas parecido al ancestro (desde el cual divergieron el MRFV y el
OBDV) que el MRFV.

De acuerdo al arbol filogenético obtenido por Hammond et al (1997) (el cual se
describe en la figura 4). Los aislamientos de Colombia se sitian en la parte externa del
arbol, lo que podria ser indicio de que el MRFV se haya originado en Colombia y no en
México o Guatemala, tal como cree Hammond et al. (1997). Sin embargo, los arboles que
se obtuvieron se organizan de forma diferente; ya no se observan los aislamientos de
Colombia mas cercanos al OBDV y hay cuatro grupos bien definidos.

Fargette et al. (2004) observaron que habia correlacidn entre la distancia genética
y la forma en que se cree que se dispersé el RYMV; por lo tanto, las distancias genéticas

pueden servir para inferir la ruta de dispersién de un virus. De acuerdo a esto es
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En la figura 27 se puede notar que existe una cadena montafiosa que divide al
continente. Esta cadena montafiosa separa al grupo I del III y al grupo IV del IIL
Asimismo, los Andes se extienden entre los grupos I1 y 1V.

Oberste et al. (1999) en un trabajo sobre el Venezuelan equine encephalitis virus
determinaron que las montafias en Ameérica Central pueden ser suficientes para producir
un aislamiento geogréfico entre la regién Pacifico y Caribe; sin embargo, puede haber
mezcla de las poblaciones en la regidon cercana al lago de Nicaragua, debido a la baja
altura del relieve. Considerando lo anterior, se plantea la hipotesis de que las barreras
geoldgicas influyen en la diversificacion del MRFV.

El grupo IV (el cual corresponde al MRFV de Ecuador) es el aislamiento que
presenta las mayores distancias con respecto a los demas (Cuadro 8). Este hecho podria
explicarse debido a que las muestras fueron colectadas a una altura de 3000 msnm, lo
que puede ser una barrera geografica bastante importante para el movimiento del insecto
vector. De acuerdo con Kogel et a/(1996) el insecto vector es susceptible a la altura, sin
embargo, el microclima de las plantaciones de maiz pueden darle las condiciones
necesarias para que se desarrolle. De esta forma, es posible que se genere un aislamiento
del vector en la zona alta de Ecuador. Por su parte, Rodriguez et a/. (1996) concluyeron
que distintos factores ambientales determinan los diferentes subgrupos del VSV en
América, por lo que es posible que en el caso del MRFV no sdlo el relieve, sino que
también otros factores ecoldgicos intervengan en la diferenciacion de los cuatro subgrupos
mencionados.

Hammond et a. (1997) menciona que la parte codificante de las secuencias

analizadas es menos conservada que la parte no codificante. Por ello, se hizo analisis
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filogenéticos por separado. Ademas, se utilizd diferentes métodos, pues algunos utilizan
un modelo de distancias (UPGMA y Neighbor-Joining), otros utilizan modelos que
minimizan el tamafio y las longitudes de las ramas del arbol (Méxima Parsimonia y Minima
Evolucion) y Maximun Likelihood se apoya en un modelo probabilistico y evolutivo. Puesto
que los virus de ARN no se comportan de acuerdo a la.teoria neutral, puede que el mejor
método no sea Maximum Likelihood o Maxima Parsimonia, tal como lo es en la mayoria de
otros casos (Swofford, 1996).

En las figuras 17 a 21 se muestra los arboles filogenéticos, segun los diferentes
métodos de inferencia y utilizando la regién codificante. En general se observa que hay
cuatro subgrupos del MRFV y los aislamientos ecuatorianos presentan algunas similitudes
con el subgrupo 3.

Cuando se utiliza la region no codificante también se pueden obtener las mismas
conclusiones, aunque existen casos en donde algunos aislamientos se salen del patron
esperado (tal como es el caso de aislamiento United States, pues parece agrupar con
aislamientos de |a region sur del continente). Esto es un buen indicio de la consistencia de
los subgrupos del MRFV, ya que se observa la misma relacion en una region codificante
que esté sujeta a seleccién y una region no codificante que en principio no sufre seleccion
o la sufre en diferente forma.

A partir de lo anterior no se puede comprobar la hipotesis de que el MRFV se haya
originado en México o Guatemala, pues lo ideal seria que el grupo que se encuentre mas
cercano al OBDV fuese el I. No obstante, cuando se obtiene las distancias entre los
diferentes pares de secuencias (Cuadros 8 y 9), se observa que las menores distancias
entre el OBDV vy los diferentes aislamientos se dieron para México y Guatemala cuando se

uso la region codificante. Aunque, para la region no codificante hubo varios aislamientos
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En la figura 28 se denotd con color azul los casos en que se observé el mismo
nucledtido para las secuencias de la regién norte, con verde los casos en que se presentd
el mismo nucleétido para las secuencias de la regién sur, con color dmbar cuando hubo
similitudes entre las secuencias de la region central y en amarillo los casos en que la
secuencia del aislamiento United States fue similar a otras secuencias.

A partir de la figura 28 se puede entender que con forme el MRFV se fue moviendo
desde su lugar de origen (en la regidn norte) hacia el sur se acumularon algunas
mutaciones que luego fueron fijadas. Esto se evidencia en que (en general) cuando se
observa un nucledtido en la regidon norte en alguno de los sitios del alineamiento, este
nucleétido se mantiene hasta llegar a una de las secuencias de la regién sur. Ademas,
debido a la forma escalonada en la que se observa esté fendmeno (segun la figura 28) se
puede suponer que el MRFV (en efecto) se origind en algin lugar de la regiéon norte, la
cual va desde México hasta Costa Rica.

En la figura 28 se destaco los casos en que habia similitudes entre las secuencias
de la regién central debido a que el MRFV se dispersé por América hace mucho tiempo y
se esperaria que haya mutaciones fijadas posteriormente al fendémeno de dispersién. Es
decir, luego de que el virus se asent6 en una region, siguid un proceso de adaptacion en
donde nuevas mutaciones se fijarian dentro de la subpoblaciéon y es probable que las
similitudes en la regién central se deban a este proceso de asentamiento del virus.

También se resalté los casos en que habia similitud entre el aislamiento United
States y otros aislamientos, pues a pesar de que United States agrupa con los aislamientos
de la regién norte (México hasta Venezuela), en varios sitios se parece a secuencias de la
region sur, lo cual se puede deber al azar, o bien, que el MRFV haya llegado
posteriormente a Estados Unidos o que la poblacién viral de Estados Unidos haya tenido

contacto con virus de la regién sur y se haya llevado a cabo recombinacion.
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Anteriormente se sefiald que la region no codificante era mas conservada que la
regién codificante. Esto no es muy raro si la region no codificante tiene alguna funcion en
la regulacion de la expresion viral. Para poder determinar si este es el caso, se obtuvo fas
estructuras secundarias del ARN de la region no codificante. De acuerdo al cuadro 10, en
todos los casos se observo una estructura en forma de Y, la cual, no fue muy estable para
algunos aislamientos de la region sur; pues la estructura cambié cuando se disminuyé la
temperatuta a la que se calculd. La falta de estabilidad se puede entender en términos de
que en la estabilidad de la estructura secundaria interviene toda la molécula de ARN viral y
no sdlo un fragmento. Debido a la conservacion de esta estructura en forma de Y, se cree
que es posible que esté involucrada en algin proceso de regulacion de la expresion del
genoma viral, pues ya se han informado de algunos casos en los que estructuras
tridimensionales en el ARN de virus sirven como sefales de regulacion (Hull, 2002).

Los virus de ARN no se comportan de una forma esperada por lo teoria neutral de
la evolucion, si embargo, se procedid a realizar los analisis filogenéticos por los métodos
descritos (los cuales son todos aplicaciones de la teoria neutral), por la ausencia de
métodos de inferencia filogenética para virus de ARN.

Segln las pruebas de neutralidad y seleccidon que se aplicaron, se comprueba que
no es aplicable la teoria neutral para este caso, debido a que se evidencio la presencia de
una fuerte seleccion positiva y la teoria neutral no acepta la existencia de las fuerzas de
seleccion. No obstante, la hipdtesis de neutralidad si es aplicable para las terceras
posiciones de coddn del alineamiento codificante. Si se utiliza sélo éstas posiciones para
hacer un analisis filogenético se disminuye en gran medida la informacién (se reduce la

cantidad de sitios analizados a la tercera parte). Ademas, el nimero de sitios informativos
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en este alineamiento es de 100, por lo que se contaria en principio con unos 30 sitios para
hacer la inferencia.
De todas formas, si se realiza un anélisis filogenético usando sélo las terceras

posiciones de codén bajo el método de Maxima Parsimonia se obtiene el siguiente arbol:

89 Peru A

66 PeruB

11 r Brazil 48

| 42 - Brazil 26
A PeruC
58 — Bolivia A
92 L Bolivia B
2 i Ecuador A
100 | Ecuador B
Colombia B
18 100 Colombia A
Guatemala
50 ) CostaRicaA
891 |L costaRicaB
39 | — CostaRicaC
19 ~ Mexico
93 Venezuela
United States
e 4 A 8 e e S e et e e o e B
I——G——I

Figura 29. Arbol filogenético obtenido por méxima parsimonia y utilizando los
terceros sitios de codon del alineamiento codificante.

En el arbol de la figura 29, las longitudes de las ramas representan la distancia
genética (o bien el tiempo de divergencia segun la teoria neutral) y los niimeros entre las
ramas el porcentaje de las veces en que se observé la topologia de la rama luego de

realizar 500 bootstrap.



Como se esperaba, los porcentajes de los bootstrap son muy bajos, por lo cual, si
se supone que un valor aceptable para un bootstrap es de 85% (Strimmer y Haesler,
1996), el arbol que se muestra no es fiable en la mayoria de sus ramas. Sin embargo, en
este arbol, el grupo que se muestra mas afuera es el grupo 1, en el cual se destaca el
aislamiento USA como el mas diferente (lo cual es evidente si se observa los
alineamientos). Ademas, el grupo 1 es el mas cercano al grupo de afuera y como se
menciond con anterioridad, esto puede ser un indicio de que sea el grupo més similar al
ancestro en comin con el OBDV; y por lo tanto, el mas viejo. También cabe destacar que
los subgrupos se organizan de forma tal que es visible que si el virus se origind en la
regién norte, luego se fue moviendo y divergiendo hasta que llegd a la regiéon mas al sur
(grupo 2).

De acuerdo a este arbol, se cumplen las hipétesis acerca del origen y evolucion del
MRFV. Sin embargo, desgraciadamente la corta secuencia que se analizé no es suficiente
para poder soportarlas de la manera adecuada.

En la figura 13 se sefald dentro de un cuadro algunos aminoacidos pertenecientes
a los aislamientos de Ecuador y Colombia. En un caso se observo similitud entre Colombia
A y las secuencias ecuatorianas, en otro similitud entre las dos Colombianés y las
Ecuatorianas, en otro similitud entre Colombia B y las secuencias ecuatorianas y en un
sitio de la regién no codificante se observé similitud entre Colombia A y las secuencias
ecuatorianas. Esto puede ser indicio de que la poblacién viral de Colombia y la de Ecuador
tienen un origen comin y luego hubo mutaciones en las secuencias de Colombia, o bien,
tienen un ancestro comin y ha existido recombinacion entre la poblacién viral de Colombia

y la de Ecuador.
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No hay suficiente informacidn para poder verificar una hipétesis u otra, pero el
estudio de recombinacion en poblaciones del MRFV puede ser un tema interesante en

trabajos futuros.
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo al trabajo realizado se puede concluir que existen cuatro diferentes
subgrupos del MRFV en América y que la cadena montafiosa que divide al continente
americano es una de las posibles causas de la formacién de los cuatro subgrupos del
MRFV. Ademads, la regién 3’ terminal del genoma del MRFV posee una secuencia y
estructura conservada, lo que sugiere que puede tener alguna funcidn en la expresion
del genoma viral.

La definicidén de estos cuatro subgrupos puede ser de interés para la elaboracién de
planes de manejo del virus, pues si se desea obtener una variedad de maiz resistente
al MRFV serd necesario hacer ensayos de resistencia para los cuatro subgrupos del
MRFV. Asimismo, es probable que las variedades comerciales de maiz se comporten de
forma diferente ante los aislamientos virales de una regién u otra, por lo que es
necesario tomar en cuenta esto cuando se planea iniciar el cultivo de una variedad en

una region diferente.
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