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RESUMEN

La secuenciacion de nueva generacion ha revolucionado la deteccion y el descubrimiento de virus,
permitiendo la caracterizacion no dirigida de viromas completos. Los estudios de metagendmica
viral han demostrado la pequena fraccion de la biodiversidad viral descrita hasta la fecha. La
mayoria de los estudios que utilizan secuenciacién para caracterizar virus de plantas se han
centrado en cultivos econdmicamente importantes, s6lo un pequefio niimero de estudios han
considerado diferentes fuentes de muestras como heces de primates. Caracterizar los virus de
plantas ingeridas por los primates es muy relevante, ya que estas plantas pueden afectar la dindmica
en los cultivos, actuando como reservorios virales. En el presente estudio, se trabajo con las
secuencias de 11 muestras de heces de primates obtenidas por secuenciacion masiva shotgun. Se
selecciono un pipeline bioinformatico considerando la secuencia del hospedador y se procesé los
datos a través del cluster de CEDIA en Linux. La asignacion taxondmica se realiz6 en MEGANG6
v 6.25.9 y el ensamblaje en Geneious prime v 2024.0.5. Se detectaron algunos géneros virales en
donde predominaron Fabavirus y Tobamovirus con sus especies representativas Broad bean wilt
virus 1'y Tobacco mosaic virus respectivamente. En el ensamblaje, se confirmo la presencia de
Tobacco mosaic virus para algunas muestras. Estos datos sugieren la presencia de virus en plantas
asociados con leguminosas y frutales. Ademas, se demostr6 las tendencias inesperadas en la
distribucion de virus, resaltando el potencial de la metagenémica como enfoque de conservacion

de la biodiversidad y seguridad alimentaria.



1. INTRODUCCION

Las plantas representan cerca del 80% de la biomasa de la Tierra y desempefian un papel
importante en la seguridad alimentaria y la produccion agricola a nivel mundial (Dombrovsky &
Smith, 2017). Los virus que infectan las plantas amenazan continuamente, la sostenibilidad de los
alimentos al afectar el rendimiento y la calidad de los cultivos, generando pérdidas economicas
sustanciales en todo el mundo (Nicaise, 2014).

Los virus se han asociado con enfermedades de las plantas desde que fueron descritos por
primera vez en 1898 (Beijerinck, 1898). Actualmente, también se han descrito virus con impactos
positivos en las plantas hospedantes que implican la proteccion ambiental de la planta huésped, la
proteccion contra otros patdgenos o el control de las respuestas de la planta a las necesidades
nutricionales. Por otro lado, las interacciones negativas se estudian principalmente como sintomas
de enfermedades, como el retraso del crecimiento o la necrosis, por lo tanto, la gran mayoria de
las investigaciones sobre virus se han centrado en el aspecto patologico de estas interacciones
(Roossinck, 2011).

El Comité Internacional para la Taxonomia de Virus (ICTV), es el encargado de aprobar los
nombres cientificos de los virus y en su noveno informe mencionan que existen alrededor de 900
especies de virus de plantas (King et al., 2012). Aunque, algunos estudios preliminares de plantas
silvestres indican que atn existen miles de virus nuevos por descubrir en plantas (Roossinck, 2012;
Roossinck et al., 2010).

Historicamente, el estudio de las comunidades virales se ha llevado a cabo mediante co-cultivo
de virus y sus huéspedes celulares (Tennant et al., 2018). Hoy en dia, el estudio de virus se puede
realizar utilizando estrategias de base metagendmica que no dependen de enfoques de cultivo

celular (Nooij et al., 2018). La metagendmica representa una oportunidad tnica para describir la



composicion de comunidades virales en diferentes ambientes, asi como para analizar los
reservorios genéticos virales para caracterizar nuevas proteinas y compuestos bioactivos de
potencial utilidad biotecnologica (Davila et al., 2019).

Varios estudios metagenomicos han identificado virus de plantas similares en una amplia
variedad de muestras como: heces de humanos y otros mamifero, fuentes de agua dulce y salada,
suelo de cultivos de arroz e insectos que se alimentan de plantas (Roossinck, 2012). La mayoria
de los virus de estos entornos son virus vegetales conocidos, y su ingreso al medio ambiente fue a
través de la ingestion animal de plantas y el posterior paso de los virus a través del intestino. Los
virus encontrados en estos lugares son de géneros con estructuras de capside muy estables, como
Tobamovirus (Roossinck, 2013).

Segun Susi y sus colaboradores (2019), mencionan que existen varias aplicaciones para los
enfoques metagendomicos en el diagnostico de virus de plantas: (i) identificar las causas de
enfermedades virales en cultivos econdmicamente importantes; (ii) detectar virus especificos
cuando se sospecha su presencia, (iii) detectar virus asintomaticos o cripticos, y (iv) descubrir virus
nuevos cuya presencia no se haya informado antes.

En este contexto, la metagendmica permitira la vigilancia a largo plazo de los virus dentro de
plantas silvestres y cultivadas (Roossinck et al., 2015). Si bien los virus de plantas no afectan a la
salud de los hospedadores, pone en riesgo los cultivares que son parte de la cadena alimenticia de
los primates y otros individuos, alterando el equilibrio y la dindmica ecolédgica del ecosistema.

La presente investigacion forma parte de un proyecto cuyo objetivo es identificar y reportar
los principales virus que afectan la salud de los primates. Esta investigacion, al estar relacionada
con virus de plantas facilitara el desarrollo de un pipeline bioinformético optimizado en términos

de tiempo y resultados. Este pipeline sera implementado en la siguiente fase del proyecto.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La aparicion de virus en los cultivos es un proceso complejo que implica interacciones entre
huéspedes silvestres, domesticados, insectos, entre otros vectores de virus, y los cambios en los
ecosistemas. Aunque los datos son bastante limitados, se cree que la reduccion de la biodiversidad
en los agroecosistemas, tanto en términos de riqueza de especies de plantas como de diversidad
genética dentro de las especies, conducird a aumentos en la incidencia de enfermedades virales

(Roossinck & Garcia, 2015).

La metagenomica consiste en la secuenciacion masiva de todos los acidos nucleicos y tiene la
capacidad de detectar en un solo ensayo todos los potenciales virus de plantas de una muestra
(incluyendo los viables no cultivables), generando una ventaja en relacion con los métodos de
diagnostico tradicionales (Comas et al., 2020). Esta herramienta permite obtener resultados
completos que sirven para crear estrategias de monitoreo de virus de plantas y futuros planes de
accion, en el caso de detectar infecciones de plantas domesticadas que formen parte de la dieta de

mamiferos, como los primates.

Sin embargo, pocos estudios han utilizado la metagendmica para catalogar los virus vegetales
a partir de muestras como: plantas, fuentes acuaticas, heces de animales e insectos. Otra dificultad
en este tipo de investigaciones va relacionado con que las lecturas de secuencia obtenidas de virus
no tienen homologos detectables en las bases de datos de secuencias como GenBank (Roossinck

etal., 2015).

Por lo tanto, los estudios metagendmicos de virus de plantas estan en constante desarrollo y
actualizacion de informacion. Es por esto, que es indispensable un estudio metagendémico en varias
muestras que permita encontrar coincidencias de virus de plantas descritas y el reporte de nuevas

especies, relacionadas con la dieta vegetariana de los primates. Siendo asi, uno de los primeros



reportes en el pais que busca sentar las bases de futuras investigaciones que empleen este tipo de

analisis.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Analizar mediante un estudio metagenomico los virus de plantas presentes en muestras de

heces de primates del Ecuador.

3.2 Objetivos especificos

= Desarrollar una estrategia de analisis bioinformatico que permita pre-procesar los datos
metagenomicos.

= Comparar las secuencias obtenidas con bases de datos de referencia para identificar los
virus de plantas presentes.

= Estimar la abundancia y distribucion de los virus de plantas de todas las muestras.

4. METODOLOGIA

4.1 Datos metagenéomicos

Los datos metagendmicos proporcionados fueron 11 muestras secuenciadas por
secuenciacion masiva shotgun con la Tecnologia Illumina. En la siguiente tabla se visualiza el

codigo de la muestra, el estado de conservacion del hospedero y la provincia referente.

Tabla 1. Datos metagenémicos

No Codigo de la muestra Estado de conservacion del hospedero Provincia referente

1 M449 Libre Napo

2 M452 Cautiverio Pastaza




3 M455 Cautiverio Pastaza

4 M456 Cautiverio Pastaza
5 M459 Cautiverio Pastaza
6 M460 Cautiverio Pastaza
7 M461 Cautiverio Pastaza
8 M462 Cautiverio Pastaza
9 M463 Cautiverio Pastaza
10 M464 Cautiverio Pastaza
11 M469 Cautiverio Pastaza

Fuente: Elaboracion propia

4.2 Instrumentos y herramientas para el procesamiento de datos metagenomicos
El procesamiento de los datos se realizé en Linux por medio del cluster de CEDIA a través

de la herramienta PuTTY y WinSCP.

4.2.1 Seleccion del pipeline bioinformatico
Inicialmente, se trabajé con una muestra para seleccionar el mejor pipeline bioinformatico. El
primer pipeline bioinformatico se enfocd en eliminar la secuencia del hospedero y consto de la

siguiente manera (Figura 1):



Figura 1. Pipeline bioinformatico sin el hospedero
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El segundo pipeline bioinformatico se enfoc6 en mantener la secuencia del hospedero y

constd de la siguiente manera (Figura 2):



Figura 2. Pipeline bioinformaético con el hospedero
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4.2.2 Procesamiento de los datos metagenomicos
Considerando el tiempo de ejecucion y el nimero de lecturas obtenidas, se procedio a

procesar los datos metagendmicos con el pipeline bioinformatico con el hospedero.

4.2.2.1 Control de calidad

El control de calidad de los datos de secuenciacion se realizé con la herramienta FastQC. En
esta herramienta no se especificd ningun parametro, pues el unico requisito para su ejecucion fue
seleccionar el objeto de entrada, que, en este caso, fueron los archivos tanto de la secuencia forward
como de la secuencia reverse de cada muestra. FastQC generd un informe, con una serie de tablas

y graficas por muestra. A continuacion, se indica el comando procesado en Linux:



4.2.2.2 Limpieza de secuencias

La limpieza de secuencias se realiz6 con el comando Trimmomatic, que es una herramienta
para recortar y limpiar secuencias de datos de lectura masiva. Los parametros de ejecucion del

comando fueron:

e Codificacion de calidad Phred +33

e Recorte de los adaptadores: 2 (El nimero maximo de desajustes permitidos en la alineacion
de adaptadores):30 (La puntuacién de corte en la cual se considera que un adaptador ha
sido encontrado):10 (La longitud minima de la superposicidén entre la secuencia y el
adaptador).

e SLIDINGWINDOW: 5:20 para realizar un recorte con una ventana deslizante de tamano
5, eliminando bases cuando la calidad promedio dentro de la ventana cae por debajo de 20.

e LEADING:S para eliminar bases del extremo 5' si tienen una calidad menor que 5.

e TRAILING:5 para eliminar bases del extremo 3' si tienen una calidad menor que 5.

e MINLEN:50 para descartar las lecturas que tienen una longitud menor que 50 nucleétidos

después del trimming.

Trimmomatic genero cuatro archivos, dos archivos forward y reverse pareados y dos archivos

forward y reverse no pareados. A continuacion, se indica el comando procesado en Linux:




4.2.2.3 Concatenacion

La concatenacién de secuencias se realizd con el comando Seqtk mergepe, que es una
herramienta para manipular archivos FASTQ y permiti6 intercalar lecturas pareadas en un solo
archivo. En esta herramienta no se especificd ningiin parametro, pues el unico requisito para su
ejecucion fue seleccionar el objeto de entrada, que, en este caso, fueron los archivos FASTQ con
las lecturas pareadas (post-trimming). Seqtk generd un archivo con las lecturas de ambos extremos
intercaladas, de modo que cada par de lecturas secuenciales pertenece a la misma pareja de

fragmentos de ADN. A continuacidn, se indica el comando procesado en Linux:

4.2.2.4 Asignacion taxonomica

- Cambio de formato FASTQ a FASTA

Antes de la asignacion taxonomica se realizé el cambio de formato de FASTQ a FASTA del

archivo concatenado. El comando sed permitio realizar el cambio de formato. A continuacion, se

indica el comando procesado en Linux:

- Creacion de la base de datos de virus de plantas

En la pagina web del National Center for Biotechnology Information (NCBI), se descargd

todos los virus de plantas en un solo archivo en formato fasta.

Luego, se cred una base de datos BLAST en Linux mediante el comando makeblastdb. Los

parametros de ejecucion del comando fueron:



dbtype nucl para indicar que las secuencias en el archivo de entrada son de tipo nucleotidico

(ADN 0 ARN).

parse_seqids para permitir que makeblastdb procese los identificadores de las secuencias

en el archivo FASTA.

El comando makeblastdb gener6 una base de datos BLAST nucleotidica a partir del archivo

FASTA descargado del NCBI con el nombre PlantVirus2024. A continuacion, se indica el

comando procesado en Linux:

0:~$ makeblastdb -in /home/francisco.flores/DATABAcdfasta -dbtype nucl -parse segids -out|

Para realizar una biisqueda BLAST se utilizé el comando blastn. Los parametros de ejecucion

del comando fueron:

db PlantVirus2024 para especificar la base de datos BLAST que se utilizo6 para la busqueda.
En este caso, la base de datos fue PlantVirus2024.

query para especificar el archivo de secuencias en formato FASTA que se utilizaron como
consulta en la busqueda.

outfmt 6 para definir el formato de salida como tabular, donde cada linea represent6 una
alineacion y los campos estan separados por tabulaciones.

perc_identity 90 para filtrar los resultados con las alineaciones con un porcentaje de
identidad de al menos el 90%.

qcov_hsp perc 25 para filtrar los resultados que muestren las alineaciones en las que al

menos el 25% de la secuencia de consulta fue cubierta por el HSP (High-scoring Pair).



e max target seqs 1 para limitar el nimero de alineaciones que se mostraron para cada

secuencia de consulta a una sola, seleccionando la mejor alineacion segun la puntuacion.

El comando blastn gener6 un archivo con los resultados de la biisqueda. A continuacion, se

indica el comando procesado en Linux:

4.2.2.5 Analisis taxonomico

Una vez procesada la muestra en un archivo con los resultados de la busqueda en BLAST, se
realizd un andlisis taxondmico utilizando la taxonomia NCBI en el programa MEGANG6, que
proporciona una amplia gama de métodos de analisis y visualizacion para el andlisis de datos
metagendmicos de lectura corta y larga con enfoques de andlisis de abundancia taxondmica y

funcional (Bagc et al., 2019).

En el programa se selecciono la pestafia File y se escogio la opcion Import From BLAST. En
el cuadro de didlogo se import6 el archivo obtenido de BLAST y se carg6 la base de datos megan-
nucl-Feb2022.db, para asignar secuencias a taxones especificos basandose en comparaciones con

secuencias de referencia conocidas.

El programa MEGANG6 gener6 un archivo en formato RMA6 que contiene la composicion

taxondmica visual de cada muestra analizada.

En el mismo programa, se realiz6 la comparacion de todos los archivos RMA6 de cada muestra

para obtener un grafico que permitio identificar la abundancia de virus de todas las 11 muestras.

4.2.2.6 Ensamblaje

- Extraccion de codigos para obtener secuencias a partir del archivo BLAST



Antes de ensamblar se realizd la extraccion de codigos del archivo BLAST con el comando
sed y awk para procesar un archivo y extraer la primera columna de datos, realizando una
sustitucion de caracteres en el proceso. Los comandos utilizados generaron un archivo de texto

con la primera columna del archivo original que correspondian a los identificadores de las

secuencias. A continuacion, se indica el comando procesado en Linux:

- Extraccion de secuencias

La extraccion de secuencias se realizo con el comando seqtk subseq, para extraer secuencias
especificas de un archivo FASTA basado en una lista de identificadores de secuencias
proporcionada en un archivo de texto. El comando seqtk subseq gener6 un archivo con las

secuencias extraidas en formato FASTA. A continuacion, se indica el comando procesado en

Linux:

- Ensamblaje de novo y BLAST en Geneious Prime

En el programa se seleccioné la pestafia File y se escogio la opcion Import. En el cuadro de
didlogo se importd el archivo con las secuencias extraidas en formato FASTA. Luego, se

selecciono la opcidon Align/Assemble y se procedié con la opcion De Novo Assemble.

Se analizo el reporte del ensamblaje y se selecciond el contig con mayor nimero de pares de
bases. Después, se eligio la opcion de BLAST para el contig mencionado y se comprob6 que el

resultado sea un virus de planta.



5. RESULTADOS

5.1 Seleccion del pipeline bioinformatico

La seleccion del pipeline bioinforméatico fue en base al tiempo de ejecucion y el nimero de

lecturas obtenidas. En la tabla 2 se observa el tiempo de ejecucion de cada proceso con el pipeline

bioinformatico sin el hospedero y con el hospedero.

Tabla 2. Tiempo de ejecucion del pipeline bioinformatico sin hospedero y con hospedero

Proceso Tiempo sin hospedero Tiempo con hospedero
Control de calidad 2 min 2 min
Limpieza de secuencias 10 min 10 min
Concatenacion No aplica 5 min
Mapeo con el hospedero 1h40min No aplica
Filtracion de secuencias no 6 min No aplica
mapeadas
Asignacion taxonémica 30 min 2h
Analisis taxondmico 10 min 10 min
Ensamblaje 10 min 10 min
TOTAL 2h48min 2h37min

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 3 se observa el numero de lecturas obtenidas de cada proceso con el pipeline

bioinformatico sin el hospedero y con el hospedero de las 3 especies de virus abundantes de la

muestra.



Tabla 3. Numero de lecturas obtenidas con el pipeline bioinformatico sin hospedero y con
hospedero

Numero de lecturas

Especie
Pipeline sin hospedero Pipeline con hospedero
Alfalfa mosaic virus 339 1060
Citrus exocortis viroid 280 546
Papaya Mosaic virus 146 372

Fuente: Elaboracion propia

El pipeline bioinformatico seleccionado fue con el hospedero porque el tiempo de ejecucion

fue de 2 horas con 37 minutos y se obtuvo un mayor niimero de lecturas de cada virus.

5.2 Analisis Taxonomico
La muestra 449 recolectada en Napo, presentd una asignacion taxondmica dominada por virus
del género Capillovirus, siendo Apple stem grooving virus (5668 reads) su especie representante

mas abundante (Figura 3).



Figura 3. Asignacion taxondémica muestra 449
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La muestra 452 recolectada en Pastaza, present6 una asignacion taxondémica dominada por virus
del género Tobamovirus y Fabavirus, siendo Tobacco mosaic virus (2853 reads) y Broad bean

wilt virus 1 (2102 reads) respectivamente, su especie representante mas abundante (Figura 4).

Figura 4. Asignacion taxondmica muestra 452
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La muestra 455 recolectada en Pastaza, presentd una asignacion taxonémica dominada por
virus del género Tobamovirus, siendo Tobacco mosaic virus (875908 reads) su especie

representante mas abundante (Figura 5).
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La muestra 456 recolectada en Pastaza, present6 una asignacion taxondémica dominada por
virus del género Tobamovirus, siendo Tobacco mosaic virus (20831 reads) su especie

representante mas abundante (Figura 6).
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La muestra 459 recolectada en Pastaza, presentd una asignacion taxonomica dominada por

virus del género Fabavirus, siendo Broad bean wilt virus 1 (3599 reads) su especie representante

mas abundante (Figura 7).
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La muestra 460 recolectada en Pastaza, present6 una asignacion taxondémica dominada por virus

del género Tobamovirus y Fabavirus, siendo Tobacco mosaic virus (1946 reads) y Broad bean

wilt virus 1 (1526 reads) respectivamente, su especie representante mas abundante (Figura 8).
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La muestra 461 recolectada en Pastaza, present6 una asignacion taxondmica dominada por
virus del género Fabavirus, siendo Broad bean wilt virus 1 (8840 reads) respectivamente, su

especie representante mas abundante (Figura 9).
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La muestra 462 recolectada en Pastaza, presentd una asignacion taxonomica dominada por
virus del género Fabavirus, siendo Broad bean wilt virus 1 (144946 reads) respectivamente, su
especie representante mas abundante (Figura 10).

Figura 10. Asignacion taxondmica muestra 462
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La muestra 463 recolectada en Pastaza, presentd una asignacion taxondémica dominada por
virus del género Ampelovirus, siendo Grapevine leafroll-associated virus 1 (25042 reads)

respectivamente, su especie representante mas abundante (Figura 11).
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La muestra 464 recolectada en Pastaza, present6 una asignacion taxondémica dominada por
virus del género Fabavirus, siendo Broad bean wilt virus 1 (5502 reads) respectivamente, su

especie representante mas abundante (Figura 12).
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La muestra 469 recolectada en Pastaza, presentd una asignacion taxonomica dominada por
virus del género Fabavirus y Alfamovirus, siendo Broad bean wilt virus 1 (49230 reads) y Alfalfa

mosaic virus (36974 reads) respectivamente, su especie representante mas abundante (Figura 13).
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5.3 Abundancia y distribucion de los virus de plantas en todas las muestras
En la figura 14, se visualizd un grafico de barras apiladas para mostrar la abundancia y
distribucion de virus presentes en plantas, cada barra dividida en segmentos representd la

abundancia dentro de cada muestra del virus.



Figura 14. Comparacion de abundancia y distribucion de los virus de plantas
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Fuente: Elaboracion propia

Estos resultados sugieren una distribucion no uniforme de la diversidad viral en las
muestras. Algunos virus presentaron una alta prevalencia como: Broad bean wilt virus, Tobacco
mosaic virus, Grapevine leafroll-associated virus 1y Alfalfa mosaic virus, mientras que otros

permanecieron presentes en menor cantidad.

En la inica muestra recolectada en Napo, se detectaron Unicamente Broad bean wilt virus y
Alfalfa mosaic virus, en contraste con las muestras recolectadas en Pastaza. Esta muestra

presentaba en su mayoria virus relacionados con leguminosas y frutales.

5.4 Confirmacion de virus de plantas presentes en cada muestra
En la tabla 3 se presentaron los contigs de mayor longitud obtenidos del ensamblaje de cada
muestra. El tamafio de los contigs se encontr6 entre 1163bp a 10314bp. La mayoria de los contigs

en las muestras se asociaron con fragmentos del genoma de virus de plantas.



Tabla 4. Resultados confirmatorios obtenidos del ensamblaje de novo

Muestra Tamaiio Similitud Porcentaje de
contig Identidad

449 4401 bp Capillovirus mali isolate BR-Brael, 98.4%
complete genome

452 2414 bp Tobacco mosaic virus isolate BPP12, 91.8%
complete genome

455 2873 bp Melon yellow spot virus isolate MYSV-Ec 99.3%

segment L. RNA-dependent RNA
polymerase gene, partial cds.

456 2144 bp Tobacco mosaic virus isolate BPP12, 93.1%
complete genome

459 1163 bp Segatella copri strain HDE04 86.2%

chromosome, complete genome

460 4123 bp Carrot red leaf virus HK genomic RNA, 99.3%
complete genome

461 4226 bp Brugmansia latent virus isolate 1996- 97.4%

4584, complete genome
462 10314 bp Papaya ringspot virus isolate Bab-Ec 92.3%
polyprotein gene, complete
463 8005 bp Melon yellow spot virus isolate 97.3%

IN:Kar:Cucumber:21 segment L, complete

sequence




464 2310 bp MAG TPA_ asm: Crassvirales sp. isolate 100%

ctM8120, partial genome

469 1461 bp Grapevine leafroll-associated virus 3 99.2%

isolate 14G466, complete genome.

Fuente: Elaboracion propia

6. DISCUSION

Los pipelines bioinformaticos constituyen flujos de trabajo automatizados que permiten
procesar y analizar datos metagenémicos de manera eficiente. Sin embargo, la seleccion adecuada
de las herramientas y algoritmos para cada etapa del proceso representa un desafio significativo,

dando lugar a un posible cuello de botella bioinformatico (Lorenzana Lopez, 2020).

Los principios de buenas practicas computacionales sugieren que el algoritmo usado sea un
codigo claro, comprensible y obtenga los resultados esperados por el investigador (Wilson et al.,
2017). En este estudio se selecciond el pipeline bioinformatico que incluia la secuencia del

hospedador por el menor tiempo de ejecucion y mayor obtencion de lecturas.

Al tener un mayor numero de lecturas, mayor sera la posibilidad de conseguir un ensamblaje
completo de los genomas de los virus de plantas (Pop, 2009). Ademas, la identificacion
taxondmica serd mas precisa y existe una mejor representacion de la abundancia relativa de los

virus asociados con las plantas.

Actualmente, existen dos enfoques principales que se utilizan para las asignaciones
taxondmicas de lecturas metagenomicas. El primer enfoque denominado clasificacion supervisada
se basa en algoritmos de aprendizaje automatico entrenados con bases de datos de secuencias de

referencia para asignar cada lectura a un taxén conocido (McHardy et al., 2007). Algunas



herramientas como PhyloPythia y MetaPhyler utilizan este método (McHardy, 2015). El segundo
enfoque evalua la identidad taxondmica de una lectura a partir de los resultados de una busqueda
basada en homologia contra la base de datos de secuencias de referencia conocidas (generalmente

la base de datos no redundante del NCBI) (Sharma et al., 2012).

En este caso se aplicod el segundo enfoque con la herramienta MEGANG, la cual, realiza la
clasificacion taxondmica basada en la puntuacion de bits del NCBI BLAST, basado en el Ancestro
Comun Mas Bajo (LCA) (Huson et al., 2007). Ademas, se obtuvo dendogramas para mostrar los
datos metagendmicos de virus de plantas para cada muestra. Esta opcion facilita la visualizacion,

interpretacion y el andlisis de grupos taxonomicos particulares (Thomas et al., 2012).

Los grupos taxondémicos particulares en este estudio fueron especies del género Fabavirus y
Tobamovirus. El género Fabavirus se caracteriza por infectar una amplia gama de plantas
hospedantes monocotiledoneas, dicotiledoneas, particularmente en las leguminosas y son

transmitidos de forma no persistente por pulgones (Sanfagon et al., 2012).

La especie representativa de este género reportado en el estudio fue Broad bean wilt virus 1.
BBWV-1 se distribuye a nivel mundial e infecta importantes cultivos agricolas como la haba
(Vicia faba), el pimiento (Capsicum annuum), el tomate (Solanum lycopersicum), la espinaca
(Spinacia oleracea), y cultivos ornamentales como la petunia (Petunia sp.) y el narciso (Narcissus

sp.) (King et al., 2012).

El BBWV-1 tiene un genoma de ARN monocatenario bipartito, que se divide en dos
segmentos: ARN1 y ARN2 (Carpino et al., 2020). El ARN1 (5.8 kb) es responsable de codificar

las proteinas necesarias para la replicacion viral, mientras que el ARN2 (3.4 kb) codifica las



proteinas de la cubierta y las proteinas de movimiento esenciales para el ciclo de vida del virus

(Sanfagon, 2015).

El siguiente grupo taxondmico en este estudio fueron especies del género Tobamovirus. El
género Tobamovirus se encuentra entre los virus de plantas mas estudiados e infectan a diferentes
plantas de la familia Solanaceae, Cucurbitaceae, Apocynaceae, Brassicaceae, Cactaceae y
Malvaceae. Estos virus se transmiten principalmente por contacto directo entre plantas (Ilyas et al.,

2022).

La especie particular de este género reportado en la investigacion fue Tobacco mosaic virus.
El virus del mosaico del tabaco (TMV) es el primer virus descubierto y es un patégeno vegetal que
infecta a las plantas de la familia Solanaceae , en particular al tabaco (Nicotiana tabacum), tomate
(Solanum lycopersicum), la papa (Solanum tuberosum)y el pimiento (Capsicum annuum) (Balique

et al., 2012; Yamaya et al., 1988).

El TMV tiene un genoma de ARN monocatenario de 6.3 a 6.6 kb (International Committee on
Taxanomy of Viruses, 2018). El ARN es monopartito y estd compuesta por una hélice de 2130 subunidades
de proteina de cobertura denominada CP que cubre al ARN monocatenario de 6400 nucleoétidos. E1 ARN
codifica cuatro genes: dos proteinas asociadas a la replicacion, la proteina de movimiento MP y la proteina

de cobertura que fueron traducidas a partir de ARNs subgenomicos (Hull, 2002).

Una limitacion del estudio fue no disponer equitativamente de muestras de heces de primates
en estado de cautiverio y libre, por lo que la comparacion no fue significativa. Sin embargo, se
observo que en la inica muestra del primate libre perteneciente a Napo se detectaron algunos virus
relacionados con plantas de frutales, mientras que el resto de las muestras de Pastaza coincidian

con los virus mencionados anteriormente.



Al ser muestras provenientes de primates en estado de cautiverio de una misma provincia es
importante relacionar con la dieta del individuo. Generalmente, la mayor parte de la dieta de los
primates en estado de cautiverio se basa en el consumo de hojas de leguminosas (folivora) y frutas
(frugivora). Mientras que la dieta de primates en estado libre es diversa y se relaciona con el

consumo de frutas de temporada (frugivora) y de insectos (insectivora) (Urbina, 2010).

En este contexto, los resultados obtenidos son consistentes con la diversidad de virus de plantas
previamente mencionada. Los virus asociados a plantas frutales pertenecieron a la muestra del
primate en estado libre y los virus de plantas leguminosas se relacionaron con los primates en
estado de cautiverio. Los primates al ser frugivoros pueden ser dispersores de semillas (Andresen,
2005). Por lo tanto, los virus de plantas pueden ser transmitido por semillas, representando un

riesgo significativo para la propagacion de la enfermedad en nuevos cultivos (Hunter et al., 1969).

Por otro lado, el proceso de ensamblaje confirm¢ la presencia de ciertos virus asociados a
plantas como Tobacco mosaic virus. Sin embargo, hubo muestras en las que el reporte del virus
no coincidié entre los resultados de abundancia obtenidos con MEGANG y el ensamblaje. Existen
varios factores que respaldan estas diferencias. Un factor se relaciona con que MEGANG puede
destacar un virus abundante basado en la similitud de secuencias con referencias conocidas, debido
a que la consideracion de los hits se basa unicamente en puntajes de bits, esto puede conducir a un
mayor nimero de asignaciones taxondmicas no especificas debido a la consideracion de los hits

esperados (correctos) e inesperados (nivel taxonémico mas alto) (Sharma et al., 2012).

Otro factor, esta relacionado con el ensamblaje de las secuencias. El ensamblaje de novo no
depende de referencias y puede identificar virus nuevos o divergentes (Aguilar-Bultet & Falquet,
2015). Un virus puede parecer mas abundante en este proceso si tiene un genoma que se ensambla

mejor debido a una mayor cobertura, menor complejidad, o si su secuencia es mas completa en la



muestra (Lopez-Pérez & Fernandez, 2013). En algunos casos, el resultado de los ensamblajes
pueden ser falsos positivos al considerar pequefios fragmentos del genoma del virus (Gama, 2017).
Un virus identificado con pocas lecturas o de menor tamaiio del contig en comparacion con otros

virus en la muestra puede ser un candidato a falso positivo.

Los estudios metagendmicos abarcan una amplia gama de campos de investigacion, entre los
que se incluyen la investigacion medioambiental, la biotecnologia vegetal, agricola y la virologia
(Mokili et al., 2012). Este estudio hace referencia a que la mayoria de los virus reportados estan
asociados con legumbres y frutales. Las legumbres son una de las fuentes mas importantes de
alimentacion humana y animal, siendo susceptibles a una gran cantidad de virus vegetales
(Chatzivassiliou, 2021). Muchos de estos virus causan enfermedades que afectan al manejo

agrondmico de los cultivos y su valor agregado en el pais.

Finalmente, este estudio contribuye con los primeros reportes de virus de plantas a partir de
muestras de heces de primates en el Ecuador, como base para futuros proyectos de investigacion
relacionados con metagendmica. Favoreciendo asi, a la implementacion de programas de manejo
de virus de plantas con tecnologias de secuenciamiento de nueva generacion para reducir el

impacto en la produccion agricola y conservar la biodiversidad.

7. CONCLUSIONES
Se analiz6 mediante un estudio metagendmico los virus de plantas presentes en muestras de

heces de primates del Ecuador, reportando datos de virus conocidos para futuras investigaciones.

Se desarroll6 una estrategia de analisis bioinformatico que permitié preprocesar los datos

metagendmicos, considerando un pipeline con el hospedador debido al menor tiempo de



ejecucion y mayor cantidad de lecturas. Este pipeline bioinformatico optimizado sera

implementado en la siguiente fase del proyecto.

Se compard las secuencias obtenidas con bases de datos de referencia para identificar los virus

de plantas presentes, mediante la herramienta BLAST con el 90% de identidad.

Se estimo6 la abundancia y distribucion de los virus de plantas de todas las muestras, en donde
especies del género Fabavirus, Tobamovirus, Alfamovirus, Ampelovirus y Capillovirus

presentaron mayor abundancia.

8. RECOMENDACIONES
Se recomienda ampliar el nimero de muestras en estado libre de los primates para realizar
analisis de diversidad alfa y beta, con el objetivo de comprender las dinamicas de infeccion, la

evolucion viral, el impacto en la agricultura y la biodiversidad.

Se recomienda analizar la posibilidad de falsos positivos o la identificacion de virus que no
estan realmente presentes en la muestra mediante analisis filogenético de las secuencias

ensambladas para identificar secuencias que no son congruentes con las especies esperadas.

Se recomienda continuar con estudios relacionados con vigilancia metagendmica viral en
plantas, para monitorear y caracterizar la diversidad de virus en diferentes entornos, con el objetivo

de detectar y estudiar virus emergentes, asi como su impacto en la agricultura.
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