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Resumen

La planta de uva Vitis vinifera es un cultivo de importancia econdmica a nivel mundial,
solamente en el afio 2019 Estados Unidos obtuvo una rentabilidad de 162 millones de
dolares; sin embargo, las enfermedades de la vid representan el 30% de las pérdidas
economicas. El diagndstico estandarizado, preciso y oportuno de enfermedades de la vid
es esencial para mantener las condiciones productivas y fitosanitarias adecuadas, es por
ello que el control de calidad en el diagnéstico de fitopatdgenos aislados a partir de ARN
requiere el uso de genes enddgenos como controles internos. Este estudio tiene como
objetivo la evaluacién de genes de mantenimiento como controles internos mediante la
técnica RT — gPCR y la herramienta bioinformética EDNA — MiFi en tejido Vitis spp. sano
y tejido Vitis Vinifera infectado con GRBaV.

La variabilidad de transcripcién génica en diferentes organismos, tejidos y condiciones
fisiolégicas hacen necesaria la seleccion de genes con un perfil de expresion estable
como controles internos. Se evaluaron genes de mantenimiento candidatos por medio de
la RT —qPCRy se calcularon los valores de Ct con la herramienta RefFinder, clasificando
a WTCPB y WAIG — 1 como los genes con un perfil de expresion mas estable. La
deteccion de los genes de mantenimiento seleccionados en la plataforma bioinforméatica
EDNA — MiFi mediante el uso de sondas electrénicas permitié la deteccion positiva en
concentraciones diluidas de hasta 10 de los genes VWTCPB_VVAIG — 1 en las muestras

secuenciadas de tejido sano y tejido infectado con GRBaV.

Los hallazgos de la presente investigacién permitieron la seleccién de dos genes de
mantenimiento especificos de uva VWVTCPB y VVAIG — 1 que pueden ser utilizados como
controles internos en el diagnéstico de enfermedades virales como GRBaV aislados a
partir de ARN.

Palabras Clave:

. GENES DE MANTENIMIENTO
. CONTROLES INTERNOS

. GRBAV

. RT - gPCR.

. MINION OXFORD NANOPORE
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Abstract

The grape plant Vitis vinifera is an economically important crop worldwide, only in 2019
the United States obtained a effectiveness of 162 million dollars; however, grapevine
diseases represent 30% of economic losses. Standardized, accurate and timely diagnosis
of grapevine diseases is essential to maintain adequate productive and phytosanitary
conditions, which is why quality control in the diagnosis of phytopathogens isolated from
RNA requires the use of endogenous genes as internal controls. This study aims to
evaluate maintenance genes as internal controls using RT - gPCR and the bioinformatics
tool EDNA - MiFi in healthy Vitis spp. tissue and Vitis vinifera tissue infected with GRBaV.

The variability of gene transcription in different organisms, tissues and physiological
conditions makes it necessary to select genes with a stable expression profile as internal
controls. Candidate housekeeping genes were evaluated by RT - gPCR and Ct values
were calculated with the RefFinder tool, ranking VVTCPB and VWAIG - 1 as the genes with
the most stable expression profile. Detection of the selected housekeeping genes in the
EDNA - MiFi bioinformatics platform using electronic probes allowed positive detection at
dilute concentrations of up to 10 of VWTCPB_WVAIG - 1 genes in the sequenced samples

of healthy tissue and GRBaV-infected tissue.

The findings of the present investigation allowed the selection of two grape-specific
housekeeping genes VWTCPB and VVAIG - 1 that can be used as internal controls in the

diagnosis of viral diseases such as GRBaV isolated from RNA.

Keywords:
o HOUSEKEEPING GENES
. INTERNAL CONTROLS
] GRBAV

. RT - qPCR.
. MINION OXFORD NANOPORE
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del problema

La planta de uva Vitis vinifera es una especie semilefiosa que en promedio puede
alcanzar cinco metros de altura; su fruto, es utilizado cominmente para la elaboracién de
vino. Espafia, China, Francia, Italia, Estados Unidos y Turquia representan el 50% de la
produccion de uva en el mundo. Estados Unidos de Norteamérica produjo el 10% del vino
comercializado a nivel mundial, en 2016 logré una producciéon de 4.4 millones de
toneladas de uva y en 2019 una ganancia neta de 162 millones de délares por esta fruta

(Ugaglia, Cardebat, & Corsi, 2019).

Dentro de la produccion de vino se exige estandares de calidad, es por ello que
se debe precautelar las enfermedades que afectan a la planta de uva. Desde 2015 en el
estado de Oklahoma la mancha roja de la uva es una de las enfermedades mas comunes.
Esta enfermedad es causada por el Grapevine red blotch — associated virus (GRBaV) el
cual disminuye proporcionalmente la concentracién de azlcares en las uvas, alterando

su sabor y disminuyendo la calidad y la produccion de los vifiedos (Wallace, 2016).

En la actualidad el método Gold standard en el diagndstico molecular de virus
fitopatégenos es la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
cuantitativa (RT — gPCR), sin embargo, el diagnostico podria verse afectado cuando se
trabaja a partir del aislamiento del &cido ribonucleico (ARN) debido a su facil degradacion.
Para asegurar una mayor confiabilidad en el diagnéstico es necesaria la comparacion de

un gen objetivo y un control endégeno (Panina, Germond, Masui, & Watanabe, 2018).
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Justificacion del problema

Las enfermedades virales generan una gama de sintomas en las plantas
susceptibles, produciendo cambios en sus vias metabdlicas y alterando funciones vitales
de la planta. Los impactos negativos de las enfermedades virales se ven reflejadas en la
disminucion en el rendimiento de los cultivos y las pérdidas econémicas que estas
generan (Olufemi, y otros, 2016). Se han identificado cerca de 80 distintos virus en plantas
de uva asociados con la degeneracién de la planta, madera rugosa y enfermedades de
la mancha. La enfermedad GLD causada por: GLRaV-1, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3,
GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-6, GLRaV-7, representa la mayor cantidad de pérdidas
econdémicas en los cultivos de uva, sin embargo, la enfermedad GRBD causada por:
GRBaV representa pérdidas de hasta 6854 ddlares por hectarea de cultivo (Ricketts,

Gomez, & Fuchs, 2017).

El diagnéstico molecular con RT — gPCR puede verse afectado por diferentes
aspectos: contaminacion durante el aislamiento de ARN, errores en la sintesis del ADNc
y otras formas de error experimental generadas por el operador (Pulgar & Casanova,
2019). Los aspectos antes mencionados de la RT — qPCR podrian estar asociados a una
inadecuada normalizacion de datos de estabilidad génica en el estudio de cada
organismo, por lo que el estudio de genes enddgenos permitira que el diagndstico
molecular refleje resultados mas confiables a partir del andlisis de expresion génica. Los
genes de mantenimiento son objeto de estudio ya que juegan un rol importante al ser
utilizados como controles internos, brindando un diagnostico eficiente de virus

fitopatdgenos y la garantia de los procesos adecuados (Szegedi, Deak, & Turcsan, 2018).
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Las nuevas tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento (HTS), como MinlON
(Oxford Nanopore Technologies), permiten el biomonitoreo de secuencias de ADN. La
HTS en conjunto con la bioinformética facilitan la deteccién de organismos diana en
diferentes tipos de muestras. Las nuevas tecnologias permiten reducir los costos de uso
y por lo tanto el reemplazo paulatino del diagnéstico molecular tradicional (Villamor, Ho,

Rwahnih, Martin, & Tzanetakis, 2019).

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Evaluar genes de mantenimiento como controles internos mediante la técnica RT
— gPCR y la herramienta bioinforméatica EDNA — MiFi en Vitis vinifera infectadas con

Grapevine red blotch — associated virus (GRBaV).

Objetivo especifico

o Determinar los cebadores 6ptimos para la deteccidon de genes de mantenimiento
mediante RT — gPCR en muestras de tejido de uva Vitis vinifera para el uso
como controles internos en la extraccion de ARN.

e Comparar la presencia de un gen de mantenimiento seleccionado como control
interno en Vitis vinifera sana versus Vitis vinifera infectada con Grapevine red
blotch — associated virus (GRBaV).

o Verificar la presencia del gen de mantenimiento seleccionado por medio de la

herramienta bioinformatica EDNA — MiFi.
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Capitulo Il: Marco Referencial

Género Vitis spp.

La planta de la vid pertenece a la familia Vitaceae con 12 géneros y 700 diferentes
especies, se estima que fue domesticada hace mas de 6000 afios el cual se extendié por
Oriente y Europa como un cultivo de propagacion vegetativa (Viana, Resende, & Riaz,
2016). La vid es una planta semilefiosa que puede crecer libremente y alcanzar una altura
promedio de hasta 17 m sin ningun tipo de cuidado o simplemente quedar reducida a
arbusto. Es considerada como uno de los cultivos frutales mas populares en el mundo

siendo la materia prima para la produccion de vino.

Vitis vinifera, la especie mas extendida a nivel mundial de Vitis se propaga por
medio de clonacién dando como consecuencia la acumulacion de virus fitopatégenos que
afectan a la calidad de sus frutos. La uva, un fruto rico en antioxidantes, hidratos de
carbono, vitamina C y ciertos minerales como potasio, cobre, hierro, calcio, fésforo y
magnesio es la materia prima principal para la elaboracién de bebidas alcohdlicas

(Powell, Cooper, & Forneck, 2013).

Relevancia econdmica de la viticultura.

La uva se caracteriza por su alto aporte econdmico, de su produccién total el 31%
representa la utilidad mundial de fruta fresca, el 67% se destina a la elaboracién de
bebidas alcohdlicas y solamente un 2% se destina al consumo de valor nutricional (Bravo,
Salazar, Muro, & Arciniega, 2016). Desde 1970 en Estados Unidos la uva es considerada
una fruta de consumo masivo; trimestralmente se adquiere 10 libras por persona (Micheli,

y otros, 2018).
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Figura 1.

Produccién mundial de vino en 2018.
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Nota. La ilustracién representa los porcentajes de produccion mundial de vino en 2018.

Tomado de Produccion mundial de vino 2018, Revista digital del vino Winetour, (2018)

En el ambito econdmico el mercado estadounidense genera un promedio de 3.4
ddlares por kilogramo de uva, con un crecimiento anual del 10% en comparacién al afo
2019 — 2020, los estados como California, Arizona, Washington y Florida son los
principales consumidores de vino y ademas de ello son los estados con mayor producciéon
de uva. Vitis vinifera es una de las especies consideradas con mayor superficie de
produccion en los Estados Unidos con 19 299 acres correspondientes al 39% de la

superficie total de frutas organicas (Reynolds, 2017).

China, Turquia e Italia son los paises de mayor produccion de uva, estos tres

paises representan el 70% de la produccion mundial de uva de mesa, siendo China el
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pais con mayor consumo de uva, casi cerca de los 3.8 millones de toneladas de uva al

afno.

Los paises sudamericanos y del hemisferio sur tales como: Chile, Argentina,
Brasil, Sudafrica y Australia son exportadores importantes hacia los paises europeos,
como por ejemplo Chile exporta aproximadamente un millon de toneladas de produccién

anual (Romero, y otros, 2020).

Enfermedades de Vitis Vinifera.

Las plantaciones de uva son consideradas como los cultivos mas importantes en
las regiones viticolas de los Estados Unidos. La propagacion asexual de la uva la hace
propensa a varias enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus. En la actualidad
se han logrado identificar alrededor del mundo cerca de 80 distintos virus que afectan a
la uva. Estas enfermedades virales pueden causar fuertes pérdidas econdémicas debido
a la reduccion del tamafio y el rendimiento de la planta, asi como también la disminucién
de la calidad de la uva relacionado directamente con una alteracién bioquimica de la fruta

(Girardello, y otros, 2019).

La enfermedad viral ocasionada por el Grapevine leafroll — associated virus
(GLRaV — 1, GLRaV — 2) causa una disminucion del 23% de la produccién total de los
cultivos de uva, ademas representa una pérdida del 5% de azlcares totales en la fruta.
Por otra parte la enfermedad viral Grapevine fanleaf virus (GFLV) genera una pérdida del
10% de produccion total de los cultivos de uva, presentando sintomatologia de madera
rugosa (Xue & Yi, 2017). La enfermedad Grapevine red blotch disease (GRBD) causada
por el GRBaV es el agente responsable de la sintomatologia de manchas rojas en los
foliares y frutales, los sintomas foliares aparecen en las hojas mas viejas, usualmente a
inicios de verano, se pueden observar progresivamente y se asemejan a las

sintomatologias relacionadas a GLRaV (Naidu, 2017).
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Grapevine red blotch — associated virus (GRBaV).
Figura 2.

Organizacién del genoma Grapevine red blotch — associated virus GRBaV.

n GVGF1
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Nota. Genoma circular monocatenario de 3206 nucle6tidos pertenecientes al GRBaV.
llustracion tomada de Grapevine Red Blotch associated virus is Widespread in the United

States por Krenz, Thompson, Mclane, & Fuchs, 2014, Phytopathology.

El virus Grapevine red blotch — associated virus GRBaV del género Grablovirus
pertenece a la familia Geminiviridae, su genoma consiste en un ADN circular de una sola
hebra (ADNcs). Su estructura tiene seis marcos de lectura abiertos (ORF) los cuales
codifican en la cadena con sentido de viridn (V) y en sentido complementario (C), ademas
de la proteina de recubrimiento (CP), proteina de movimiento (MP), proteina asociada a

la replicacion (Rep) y la region intergénica corta (Cieniewicz, Perry, & Fuchs, 2017).

Actualmente se ha reportado que GRBaV es transmisible por medio de injertos,

en Estados Unidos se encontr6 que los cultivos infectados con el virus provenian de una
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infeccién por diseminacién a través de material de propagacion infectado. Asi mismo se
demostr6 que el saltamontes de alfalfa de tres esquinas Spissistilus festinus es
considerado como el vector de transmision en condiciones de invernadero (Cieniewicz,

Perry, & Fuchs, 2017).

Figura 3.

Sintomatologia y transmision de GRBaV.

Eﬁbe,rm:-t Franc

Nota. A) Sintomatologia en diferentes variedades de uva; B) Spissistilus festinus adulto,
un vector confirmado de GRBaV. llustracion tomada de Grapevine Red Blotch: Molecular
Biology of the Virus and Management of the Disease, por Cieniewicz, Perry, & Fuchs,

2017, Springer Link.

Métodos de diagndéstico
Actualmente en fitopatologia existen varios métodos de diagndstico, sin embargo,

los andlisis de campo permiten dar el primer paso al diagnéstico visual, gracias a la
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experiencia del operador se puede suponer diversas enfermedades con el analisis de los
sintomas presentados en los cultivos, sin embargo, siempre se tiene un error en la
identificacion de las enfermedades. Es por ello por lo que se implementa el diagnéstico

molecular o inmunoensayos (Naidu, 2017).

RT - qPCR

La reaccion en cadena cuantitativa de la polimerasa en tiempo real RT — gPCR
actualmente se ha convertido en el método comun para la deteccion y cuantificacién de
perfiles de expresion de genes seleccionados. Esta técnica permite el genotipado
cuantitativo, deteccion de polimorfismos y la discriminacién alélica; sin embargo, la
técnica tiene ciertas desventajas ya que la reaccion depende fundamentalmente del uso
correcto de los materiales, una calibracion correcta de los equipos y una buena calidad

de las muestras a procesar (Deepak, y otros).

El aparecimiento de esta técnica de transcripcion inversa en tiempo real le ha dado
un cambio a la metodologia de analisis en la expresién génica. Esta técnica permite la
recoleccién de datos a lo largo del proceso de la reaccion PCR, combinando asi la
amplificacién y la deteccion en un solo paso. La técnica utiliza diferentes quimicas
fluorescentes que correlacionan la concentraciéon del producto de PCR y la intensidad de

la fluorescencia que se transmite (Wong & Medrano, 2018).

Las cinética de reaccion se caracteriza por identificar un punto en el tiempo o ciclo
de PCR en el cual el dispositivo detecta la amplificacion de la secuencia objetivo, el valor
generalmente se lo denomina como ciclo de umbral o Ct el cual es detectado al momento
en que la intensidad es mayor a la fluorescencia de fondo; por tanto las concentraciones
mas altas permitiran un aumento significativo de la fluorescencia y un valor Ct mas bajo

(Higuchi, Fockler, Dollinger, & Watson, 1993).



26

Inmunoensayos

La técnica inmunoldgica ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) implica
la unién de la cubierta externa del patégeno con el anticuerpo especifico; estos presentan
sitios determinados de unién que identifican una forma molecular; la actividad de
acoplamiento del anticuerpo especifico es usada para identificar el virus y los agentes
patdgenos diana (Monis, 2006). La técnica Elisa y la RT-PCR en conjunto forman la IC-
RT-PCR (Inmune Capture Reverse Transcriptation Polymerase Chain Reaction) la cual
permite la identificacién de multiples copias resultados de la PCR en base al fundamento
de deteccién inmunolégico. El uso de estos métodos incrementa la sensibilidad y
especificidad del diagnostico. Sin embargo, existen varias diferencias entre las nuevas
técnicas y las técnicas de diagndstico existentes debido a que se requiere un periodo de

estudio y validacién para ser considerados (Cruzat, Rodrigo; Montes, Carlo, 2009).

Genes de mantenimiento

Los genes de mantenimiento tienen un rol importante en el mantenimiento celular,
es por ello por lo que se consideran indispensables para el funcionamiento celular y la
sustentacion de la vida. Estos genes tedricamente se deberian expresar constantemente
en todas las células y en distintas condiciones fisiolégicas del organismo. Los genes de
mantenimiento aportan a la exposicion de la infraestructura celular y a una mejor
comprension de las caracteristicas gendmicas estructurales (Eisenberg & Levanon,

2013).

Los genes de mantenimiento como el 18S rRNA, actina, tubulina y el factor de
elongacién 1 — Alpha recientemente se han utilizado como controles internos en la
deteccion de enfermedades virales de plantas en diferentes condiciones experimentales
y computacionales, ademas de que su uso puede prevenir falsos positivos con el uso de

genes endogenos del hospedero como control de calidad de los procesos experimentales.
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Diversos estudios han destacado las caracteristicas gendmicas y evolutivas de los genes
de mantenimiento, ademas de demostrar que este tipo de genes tienen intrones y exones

mas cortos (Turcsan, Deak, Olah, & Szegedi, 2019).

MinlON — Oxford Nanopore Sequencing

La tecnologia de secuenciacibn de tercera generacion (TGS) permite la
secuenciacion en tiempo real, donde los resultados de las lecturas pueden ser analizadas
tan pronto como hayan pasado por el secuenciador. Las ventajas de esta techologia es
el aumento de la longitud de lecturas en decenas de miles de bases por lectura dando
como resultado una mejor optimizacién del tiempo de secuenciay la eliminacion del sesgo

proveniente de la amplificacion por PCR (Lu, Giordano, & Ning, 2016).

Figura 4.

Flujo de trabajo secuenciacion MinlON — Oxford Nanopore Technologies.

o DNA/RNADETSET  Library ~  Nanopore =
-IC collection . extraction preparation sequencing”

| Taxonomic profiling \
‘ Transcriptome analysis [
| Functional analysis |

S — S ‘ Epigenome and epitranscriptome analysis
Metagenomic assembly

Nota. Los enfoques principales de la secuenciacién por nanoporos permiten analizar:
perfiles taxonémicos, analisis funcional, ensamblaje, andlisis de transcriptoma,
epigenética y transcriptdmica. llustracion tomada de Nanopore sequencing and its
application to the study of microbial communities, por Ciuffreda, Pérez, & Flores, 2021,

ScienceDirect.

Los dispositivos de secuenciacion Oxford Nanopore utilizan celdas con una serie

de orificios colocados en una membrana electro resistente. Los nanoporos corresponden
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a un unico electrodo y un chip sensor los cuales miden una corriente eléctrica que fluye
a través de la membrana, la cual puede identificar una molécula y posteriormente
codificarlo mediante algoritmos para determinar la secuencia de ADN o ARN en tiempo

real (Oxford Nanopore Technologies, 2020).

E — probe Diagnostic Nucleic Acid Analysis (EDNA)

El andlisis de acidos nucleicos por medio de sondas electrénicas hace referencia
a la herramienta bioinformatica que minimiza e ignora secuencias irrelevantes de
secuencias diana especificas. La plataforma EDNA - MiFi evalla la presencia o ausencia
de patdgenos de interés mediante pequefias secuencias Unicas llamadas e — probes
incorporando una busqueda de alineamientos BLAST en muestras secuenciadas
previamente. El servidor de la plataforma bioinformatico es proporcionado por el Institute
of biosecurity and microbial forensics de Oklahoma State University (Stobbe, y otros,

2013).

Figura 5.
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Diagrama de flujo E — probe Detection of Nucleic Acid Analysis (EDNA).
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Nota. llustracién tomada de E — probe Diagnostic Nucleica cid Analysis (EDNA): A
theoretical approach for handling of next generation sequencing data for diagnostics por

Stobbe, y otros, 2013, Elsevier

Hipotesis
Los genes de mantenimiento son validos como controles internos en la deteccion

de Grapevine red blotch — associated virus (GRBaV) en Vitis vinifera.
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Instituciones participantes

El presente trabajo de investigacion se realizd desde el 19 de marzo de 2021 hasta
el 7 de julio de 2021 cumpliendo con el convenio existente entre el Laboratorio de
Microbiologia, Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura en la Carrera de
Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE vy el
Department of Entomology and Plant Pathology, Institute of Biosecurity and Microbial

Forensics (IBMF) en Oklahoma State University.

Colaboradores cientificos

- Francisco J. Flores Flor, PhD. Tutor de tesis.

- Andrés S. Espindola Camacho, PhD. Profesor asistente de investigacion en
el IBMF (OSU).

- Carla D. Garzon, PhD. Coordinadora del convenio (UFA —
ESPE y OSU).

Area de estudio
El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en el laboratorio del Institute of
Biosecurity and Microbial Forensics (IBMF) en Oklahoma State University; ubicado en el

130 Henry Bellmon Research Center, Oklahoma — Stillwater, Estados Unidos.

Material biolégico

Para el presente trabajo de investigacion se utilizaron tejidos vegetales de hoja de
uva de dos diferentes tipos: tejido vegetal sano proveniente del muestreo realizado el 01
de Julio de 2020 conservado a -80°C vy tejido vegetal infectado con GRBaV proveniente
de controles positivos proporcionados por el Dr. Marc Fuchs de Cornell University
conservados a -80°C desde 2018; Ademas de ello se utilizaron tejidos vegetales de hoja

de rosa con el fin de ser utilizados como controles negativos (Tabla 1).
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Tabla 1.

Detalles de material bioldgico utilizado.

Muestra Localizacion Latitud Longitud Parte del Hospedero
en campo Hospedero

D202025 Filal, Planta5 35°36'37.2"N 97°17'37.0"O Hojas Vitis ssp.

D202027 Filal, Planta8 35°36'37.2"N 97°17'37.0"O Hojas Vitis ssp.

D202029 Fila 4, Planta6 35°36'37.2"N 97°17'37.0"O Hojas Vitis ssp.
Control Muestra Parte del Hospedero Hospedero
Grapevine red blotch Vitis vinifera

GRBaV 2-13 Hojas y peciolo

— associated virus

Rosa 1-5 Hojas Rosa Chinensis

Nota. El tejido vegetal sano proveniente del muestreo 2020 pertenece al proyecto:
“Deteccion de GLRaV (Grapevine leafroll — associated virus) y GRBaV (Grapevine red
blotch — associated virus) mediante secuenciacion de alto rendimiento (HTS)’

(Sempertégui, 2021).

Extraccion total de ARN

Para la extraccion total de ARN se utiliz6 un maximo de 100 mg de tejido de hoja
previamente triturado mecanicamente utilizando nitrégeno liquido en tubos de 1,5 mL,
posterior a ello se utilizd el kit Mini RNeasy Plant de la compafia Qiagen. Para la

preparacion de cada mL de Buffer RLT se adicioné 0,04 g de polivinilpirrolidona (PVP) y
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se ajusto el pH a 5,5 con acetato de sodio 0,2M (Gehrig, Winter, Cushman, Borland, &

Taybi, 2012).

Mediante el uso del NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) se logré cuantificar y
analizar la pureza de ARN, el analisis de integridad de ARN se evalu6 en gel de agarosa
al 1%; en caso de existir bandas pertenecientes a ADN gendémico se realizé un paso de
limpieza con DNase |. Las muestras de ARN total se almacenaron a — 80°C hasta su

posterior uso.

Sintesis de ADN complementario de doble cadena (ADNc —dc)

Para la sintesis de la cadena simple de ADN complementario se utilizé primers
TSO (Template Switching Oligo) especifico poly — T. Posterior a ello se realizé la reaccion
enzimatica con transcripcion inversa y por Ultimo se realizé la amplificacion de cadenas
ADNc — dc en base al protocolo ds — cDNA IBMF — AE1 TASPERT que contiene
adaptaciones del protocolo fuente: Protocolo de amplificacion y sintesis de ADNc

utilizando mezclas enzimaticas RT de cambio de plantilla (NEB #M0466).

Las muestras obtenidas se cuantificaron con el uso del Quantus™ Fluorometer de
la compafia Promega usando el kit de cuantificacion ONE dsDNA System E4870 y

posterior a ello se almacenaron a — 20°C hasta su posterior uso.

Seleccién y validacion de cebadores candidatos

Por medio de una revision bibliografica enfocada a la seleccion de genes de
mantenimiento especificos para plantas de uva se logré proponer cinco genes de
mantenimiento candidatos. Se propuso dos genes altamente conservados en plantas de
uva: AIG1 perteneciente al gen de la proteina de unién a nucleoétidos asociada al sistema

inmunitario 9 y TCPB perteneciente al gen de la subunidad beta de la proteina 1 del
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complejo T. Ademas de ello se propusieron tres genes de mantenimiento de uso comun:

Actina, factor de elongacion 1 — alfa y tubulina (Tabla 2).
Tabla 2.

Cebadores candidatos provenientes de fuentes bibliograficas.

Nombre Secuencia 5 -3’ Tamafio Tm Producto Fuente
[pb]  [°C] [pb]
WAIG1 F: GAAGATTATTTGGGCCGTGAG 21 62
R: CTTCTTGGCTTCATCCTTGGT 21 62 108 (Gonzalez,
VVTCPB FAGACAGTGATTGACAGCCGAGTT 23 62 2o yz%t?; ’
R: ATCCCTGCGTGGCTTTCTTCC 21 63
WEF1- F: CGCCTGTCAATCTTGGTCAGTAT 23 60,6 GenBank:
alpha  R: AATGGCTATGCCCCTGTTCTG 21 52,3 83 CB977561
Vvalpha F: CAGCCAGATCTTCACGAGCTT 21 58 GenBank:
-Tub  R: GTTCTCGCGCATTGACCATA 20 60 119 EC930869
VWWActin _F: CTTGCATCCCTCAGCACCTT 20 60,3 GenBank:
R: TCCTGTGGACAATGGATGGA 20 58,3 82 EC969944

Nota. Para la validacion de los genes candidatos se corrié una PCR convencional con
una temperatura de annealing en gradiente con el fin de calcular la temperatura 6ptima

de cada gen de mantenimiento candidato.

El rango de temperaturas en gradiente se calcul6 con base en las temperaturas de melting
de los genes candidatos, para ello se analizaron muestras de ADNc — dc de tejido sano

de Vitis spp. desde 52°C — 60°C (Tabla 3).
Tabla 3.

Pardmetros de amplificacion PCR convencional con gradiente de temperaturas.

PCR Temperatura Tiempo Numero de Ciclos
Activacion enzimética 95°C 45 seg 1
Desnaturalizacion 98°C 30 seg
Alineamiento 52°C - 60°C 30 seg 30
Extension 72°C 45 seg
Extension final 72°C 7 min 1

Conservacion 4°C 0
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Reaccién en cadena cuantitativa de la polimerasa en tiempo real RT — qPCR

Las reacciones de la RT — gPCR se realizaron bajo los parametros indicados en
la Tabla 4 utilizando los cebadores de los genes de mantenimiento candidatos a un
volumen de 10uL por cada reaccién en tubos de 0.1mL mediante el uso de los reactivos

indicados en la Tabla 5.

Tabla 4.

Parametros de amplificaciéon de RT — gPCR.

RT — gPCR Temperatura Tiempo Numero de Ciclos
Activacion enzimética 50°C 2 min 1
Desnaturalizacion 94°C 5 min 1

94°C 30 seg
Amplificacion 55°C 45 seg 30

72°C 60 seg
Extension 72°C 7 min 1

Rampa de 60°C a 90°C

Fusién de alta resolucién Aumento por paso de 0.25°C
HRM Espera de 90 s antes de llegar a las condiciones de HRM

Espera de 2s después de cada paso.

Nota. Cada muestra en la reaccién de RT — gPCR fue analizada por triplicado.

Tabla 5.

Reactivos utilizados en la reaccion de RT — qPCR.

Reactivo Concentracion Volumen - 1X
ADNc —dc ~ 20 - 40 [ng/uL] 2 [uL]
Primer Forward 5 [uM] 1 [uL]
Primer Reverse 5 [uM] 1 [uL]
Agua libre de nucleasas - 1 [uL]
PowerUp SYBR Green 2X 5 [uL]
Master Mix

Volumen Total 10 [uL]
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Evaluacién de la expresion de genes de referencia

Para la seleccion del gen de mantenimiento con mayor estabilidad de expresion
génica se realiz6 un estudio de expresion mediante el andlisis de los valores Ct obtenidos
de la RT — gPCR con el uso de la plataforma RefFinder desarrollada por Heart Cure

Australia Biotechnology and bioinformatics.

La plataforma utiliza programas computacionales (NormFinder, GeNorm,
BestKeeper y el Método comparativo delta Ct). Con NormFinder se evalué el valor de
estabilidad en relacién con la variacion intragrupo de los genes candidatos (Andersen,
Jensen, & @rntoft, 2004). Con GeNorm se definié la estabilidad del gen de referencia a
través del analisis por pares (Vandesompele, y otros, 2002). Con BestKeeper se analizd
el coeficiente de correlacion y la desviacion estandar del valor Cp el cual es anélogo al
valor Ct (Pfaffl, Tichopad, Prgomet, & Neuvians, 2005). Método comparativo delta Ct que
determind la expresion génica de las muestras en base a la formula 2~ 22¢¢ (Silver, Best,
Jiang, & Thein, 2006) y por ultimo se obtuvo ranking final de RefFinder que compara y
clasifica los genes de referencia candidatos asignando una ponderacion apropiada para
cada geny calcula la media geométrica de sus ponderaciones logrando una clasificacion

general de expresion génica (Xie, Xiao, Chen, Xu, & Baohong, 2012).

E — probe diagnostic nucleic acid analysis (EDNA)

El disefio de las e — probes o sondas electrénicas se realiz6 mediante el uso de la
plataforma bioinforméatica MiFi Microbe Finder en la herramienta MiProbe
(https://bioinfo.okstate.edu/login/profile.php), en la cual se genera pequefios segmentos
de la secuencia objetivo. Para el disefio de las sondas electronicas se tomaron en cuenta
los siguientes parametros: genoma del organismo objetivo; genoma del organismo mas
cercano; variabilidad de la sonda electrénica; longitud de sonda electrénica y el minimo

de coincidencias para las sondas electronicas (Espindola & Cardwell, 2021).


https://bioinfo.okstate.edu/login/profile.php

Tabla 6.
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Paradmetros utilizados para el disefio de e — probes.

Parametros

Genes de mantenimiento

AIG1 TCPB AIG1/TCPB

Gen objetivo (namero
de acceso GenBank)

XM_002281960
XM_002281960  XM_002285876  {y=0%5azene

Genoma de
organismo mas
cercano (numero de
acceso GenBank)

GCA _002994745.2 GCA _002994745.2 GCA 002994745.2
Rosa chinensis Rosa chinensis Rosa chinensis

Variabilidad

Tamaro variable Tamario variable Tamaro variable

Longitud de sonda
electronica (bp)

20 nt 20 nt 20 nt

Minimo de
coincidencias

15 (default) 15 (default) 15 (default)

Posterior a la obtencion de las e — probes se realiz6 un Blast — n en la base de

datos del NCBI, comprobando que las secuencias obtenidas correspondan al organismo

objetivo.

HTS MinlON — ONT Oxford Nanopore Technologies

Para realizar la secuenciacion en MinlON — ONT se utilizé el kit de preparacion de

librerias Direct cDNA Native Barcoding (SQK — DSC109) con extensiones de barcode

EXP — NBD104 y EXP —

NBD114. En la Figura 6 se detalla la preparacion y detalles de

las muestras que fueron cargadas en la placa de flujo.
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Figura 6.

Diluciones seriadas de ADNc — dc de Vitis spp. sanay Vitis vinifera infectada con GRBaV

Diluciones seriadas
Vitis vinifera tejido sano ini

Vitis vinifera tejido sano + Rosa chinensis
A

Barcode »

Vitis vinifera infectada Diluciones seriadas
GRBaVv

Vitis vinifera infectada GRBaV + Rosa chinensis

%jﬁ%%jij e

V

10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

Barcode »

Dilucién »  10-1

Nota. Las muestras de tejido sano y tejido infectado con GRBaV fueron diluidas en 5 uL
de Rosa chinensis a 40 ng/ pL

Para cada producto obtenido de la secuenciaciébn se mapearon con el uso del

programa bioinformatico minimap2 con los genomas objetivo obtenidos del National

Center of Biotechnology Information NCBI detallados en la tabla 7
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Tabla 7.

Genomas objetivo-utilizados como referencia para el mapeo de metagenomas mediante

minimap2.
Genoma de referencia Nimero de acceso GenBank
Vitis vinifera GCA _000003745.2
Rosa Chinensis GCA _002994745.2
Gen de mantenimiento AIG1 XM_002281960
Gen de mantenimiento TCPB XM_002285876
Gen de mantenimiento AIG1/TCPB XM 002281960/XM 002285876

MiFi — MiDetect

Para la deteccion del gen de mantenimiento seleccionado y el patégeno GRBaV
en las muestras secuenciadas se utiliz6 la herramienta MiDetect bajo los siguientes
parametros: e — valor extremadamente sensible (5) valor sugerido para la deteccion de
pequefias secuencias objetivo y el nimero minimo de hits en 250 recomendado para semi

cuantificacion.
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Capitulo IV: Resultados
Extraccion total de ARN y sintesis de ADNc —dc
La adiciébn de PVP al protocolo establecido en Mini Kit RNeasy Plant permitié
obtener 8 muestras de ARN de Vitis spp. tejido sano; 6 muestras de ARN de tejido Vitis
vinifera infectado con GRBaV y 6 muestras de ARN de tejido de Rosa chinensis. Las
concentraciones y absorbancia 260/280 medidas a través del NanoDrop 2000 se

muestran en la tabla 8.

Tabla 8.

Concentraciones y absorbancias obtenidas de la extraccién total de ARN.

Muestra Etiqueta Concentracion Abs
[ng/ul] 260/280

Healthy25 62.8 2.00

Healthy25.1 75.9 1.98

Healthy25.2 75.2 1.93

" . Healthy25.3 67 1.87

Vitis spp. Tejido sano Healthy27 20.3 188

Healthy27.1 30 1.98

Healthy29 30 2.00

Healthy29.1 48.3 1.92

GRBaVv.1 96.4 2.00

GRBaV.2 98 2.00

Vitis vinifera tejido infectado con GRBaV.3 1145 2.05

GRBaVv GRBaVv.4 112 1.89

GRBaV.5 78 1.75

GRBaV.6 69 1.83

Rosa.1 54.7 1.99

Rosa.2 102.9 2.04

. L Rosa.3 107.4 2.03

Rosa chinensis tejido sano Rosa 4 1335 502

Rosa.5 332.3 1.57

Rosa.6 241.9 2.09
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Figura 7.

Visualizacion de integridad ARN total en gel de agarosa al 2% con Buffer TAE 1X.

Vitis spp. Vitis Vinifera Rosa chinensis
Tejido sano  Tejido infectado  Tejido sano

Nota. Gel de agarosa al 2% que visualiza la integridad de la extraccion total de ARN. La
variacion de PVP en la preparacion del buffer RLT permitié obtener las bandas
correspondientes a las subunidades 28s y 18s indicadores de una extraccion de alta

calidad.

Mediante el uso del protocolo ds — cDNA IBMF — AE1 TASPER que contiene
adaptaciones del protocolo fuente: Protocolo de amplificacion y sintesis de ADNc
utilizando mezclas enziméaticas RT de cambio de plantilla (NEB #M0466) se logr6 obtener
concentraciones de ADNc — dc en tejido de Vitis spp. sano [minima: 30 ng/uL; maxima:
52 ng/ulL], tejido de Vitis vinifera infectada con GRBaV [minima: 76 ng/uL; maxima: 122

ng/uL] y en tejido de Rosa chinensis sano [minima: 17 ng/uL; maxima: 52 ng/uL].
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Validacién de cebadores candidatos

Mediante la PCR convencional en gradiente de temperatura de los genes de
mantenimiento candidatos se logro la visualizacion en gel de agarosa al 2% de bandas
correspondientes a la amplificacion de los fragmentos en todas las temperaturas
analizadas, es por ello por lo que se tom6é como temperatura de alineamiento una
temperatura promedio de 55°C la cual se utilizd posteriormente en los pardmetros de la

RT - gPCR.

Figura 8.

Visualizacion de fragmentos amplificados de PCR convencional en gradiente de
temperatura en gel de agarosa al 2% con Buffer TAE 1X de genes de mantenimiento

candidatos.

Housekeeping Primers Validation

ladder T1 T2 T3 T4 7T5 Ladder T9 T2 T3 T4 T5 Ladder T1 T2 T3 T4 T5
VVEF l-aplpha VvActinHI

VvAlpha - Tub VVTCPB

Ladder T

E T
80 12 J 3 S e e e L G U B
Gradient Primer Validation VvT CPB
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Nota. Los cinco genes de mantenimiento candidatos amplificaron en el tamafio del
fragmento esperado. VVAIG1: 108bp; VVEF1 — alpha: 83 bp; VVvActin: 82 bp; VvAlpha —

Tub: 119 bp; VWTCPB: 238 bp.

RT — gPCR y High resolution melting

Los resultados obtenidos de la RT — gPCR permitieron analizar las curvas de
amplificacion tanto para las muestras sanas y muestras infectadas con GRBaV, en la
Figura 9 y 10 se puede visualizar: A) Las curvas de amplificacion para cada gen de
mantenimiento candidato las cuales permitieron obtener los valores Ct los cuales
expresan el momento en el que la amplificacién cruza la linea de umbral. B) Permite
observar la curva de disociacién que expresa la disminucién de fluorescencia cuando la
reaccion alcanza el punto de fusién y C) La dindmica de fusién explica el conglomerado
de la amplificacién y disociacion la cual permite observar los picos de amplificacion para

cada gen de mantenimiento candidato.

Se realiz6 el analisis de eficacia de la RT — qPCR por medio de la curva estandar
gue contenia muestras de tejido Vitis spp. sano en diluciones seriadas con
concentraciones predeterminadas, este analisis demostrd que para los genes candidatos
todas las reacciones tenian un coeficiente de determinacién R muy cercano a uno siendo
un indicador de que la RT — gPCR se ajusta a una regresion lineal correcta; ademas de

corroborar de que la eficiencia es 6ptima para el estudio Tabla 9.



Tabla 9

Analisis de eficiencia RT — gPCR por cada gen de mantenimiento candidato.
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Genes de mantenimiento  Datos descriptivos de la curva estandar RT — qPCR

candidatos. R R”2 M B Eficacia
VWAIG1 0.9325 0.86 -1.797 20.281 2.60
VWTCPB 0.9506 0.90 -2.075 18.207 2.03
VVEF1- alpha 0.9540 0.91 -3.056 12.123 1.12
Vvalpha — Tub 0.9618 0.92 -3.704 16.238 1.12
VVACctin 0.9270 0.85 -1.86 21.687 2.45

Nota. Los valores aproximados a 1 del coeficiente de determinacion R”"2 determinan si el

ajuste de la curva es el correcto; el valor M hace referencia a pendiente de la curva

estandar; B determina el valor de intercepcion y por ultimo la eficacia es calculada

1
mediante la férmula: Eficacia= [1 o('m)] 1.
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Figura 9.

Amplificacion RT — gPCR y HRM de muestras Vitis spp. sanas.

Analisis RT - qPCR de muestras Vitis ssp. sanas
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Figura 10.

Amplificacion RT — gPCR y HRM de muestras Vitis vinifera infectadas con GRBaV.

Analisis RT - gPCR de muestras Vitis vinifera infectadas con GRBaV
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El andlisis de los valores Ct para cada gen de mantenimiento candidato en el

diagrama de cajas permitieron conocer la distribucién de los valores Ct. La figura 11

resume la variabilidad de expresion génica para cada candidato. La variabilidad en

muestras de tejido sano demostré que VVAIG1 y VVEF1 — Alpha son los candidatos que

tienen una expresion mas estable, mientras tanto la variabilidad de muestras infectadas

con GRBaV evidenciaron que VVTCPB es el candidato que tiene un perfil de expresion

mas estable.

Figura 11.

Visualizacion de valores Ct en diagrama de cajas.

RT - gPCR Vitis spp. tejido sano
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Nota. Diagrama realizado por Ricardo Tello (2021) en el software GraphPad Prisma 9.

RefFinder

La evaluacion de estabilidad de expresion génica logré estudiar los genes de

mantenimiento candidatos en tejido de Vitis spp. sano y tejido Vitis vinifera infectado con

GRBaV. Posterior a determinar la linea de umbral se evalu6 cada gen candidato en la

plataforma RefFinder la cual clasificé a los cinco genes candidatos de mayor a menor
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estabilidad posterior al andlisis de cuatro diferentes algoritmos de expresién (BestKeeper,
NormFinder, GeNorm y el Método comparativo delta Ct) Tabla 10. La expresion de VvFel
— Alpha y VWTCPB se clasifico como los genes de mayor estabilidad en muestras de tejido
sano, y la expresion de VWTCPB y WAIG — 1 se clasific6é como los genes de mayor
estabilidad en muestras de tejido infectado con GRBaV. En general, VWTCPB se
considera el gen de mantenimiento mas estable en ambos tratamientos, por lo tanto, los

candidatos VVTCPB y WAIG — 1 son los genes de mantenimiento especificos de uva

seleccionados para ser utilizados como controles internos Figura 12.

Tabla 10.

Evaluacion RefFinder de expresion de genes de mantenimiento candidatos en muestras

de tejido sano Vitis spp. y tejido Vitis vinifera infectada con GRBaV.

Ranking tejido sano Vitis spp.

Método 1 5 3 A 5
Delta Ct VvFel-alpha VVTCPB VWAIG-1 VvActin-HK VvAlpha-Tub
BestKeeper VvFel-alpha VvActin-HK VWAIG-1 VvAlpha-Tub VVTCPB
NormFinder VvFel-alpha VVTCPB VWAIG-1 VvActin-HK VvAlpha-Tub
VWTCPB VvFel- .
GeNorm WAIG—1 - alpha VVActin-HK VvAIlpha-Tub
Ranking .
. VvFel-alpha VVTCPB VWAIG-1 VVACctin-HK VVvAlpha-Tub
RefFinder
Método Ranking tejido Vitis vinifera infectada con GRBaV.
1 2 3 4 5
Delta Ct VWTCPB VVActin-HK VWWAIG-1 VVAIpha-Tub  VvFel-alpha
BestKeeper VVvAlpha-Tub VWTCPB VWWAIG-1 VVActin-HK VvFel-alpha
NormFinder VWTCPB VVActin-HK VWWAIG-1 VVAIpha-Tub  VvFel-alpha
WAIG-1 .
GeNorm WTCPB - VWVActin-HK  VvAlpha-Tub  VvFel-alpha
Ranking WTCPB WAIG-1  WActin-HK  VWAlpha-Tub  VWwFel-alpha
RefFinder

Nota. Los genes candidatos con valores ~ 1 se consideran los genes con mayor

estabilidad de expresion génica.
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Estabilidad de expresion de genes de mantenimiento candidatos calculados por

RefFinder.

Ranking RefFinder Vitis ssp. tejido sano

Ranking RefFinfer Vitis spp. tejido sano
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Nota. Diagrama realizado por Ricardo Tello (2021) en el software GraphPad Prisma 9.

Disefio de E — probes

La plataforma MiProbe gener6 las sondas electronicas de 20 nucle6tidos de

tamafio variable focalizadas para los genes de mantenimiento seleccionados, resultando

68 e — probes para VVAIG — 1; 97 para VVTCPB y 165 para VVAIG1_VVvTCPB.

Secuenciacion MinlON = ONT

Mediante el uso del kit de librerias Direct cDNA Native Barcoding (SQK — DCS109)

y las extensiones de barcode (EXP — ND104; EXP — BD114) se logro la activacion de

1201 poros y un aprovechamiento del 67% de poros activados en los primeros 20 minutos

de la corrida de secuenciacion.
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MiFi Microbe Finder

La evaluacion de las sondas electrénicas mediante la herramienta MiDetect
permitié la deteccién positiva o0 negativa de los genes de mantenimiento seleccionados
como controles internos en las muestras de Vitis spp. tejido sano y Vitis vinifera
infectadas con GRBaV. La figura 13 muestra la relacion entre el nimero de lecturas por
cada gen de mantenimiento y los aciertos o hits de las sondas electrénicas. En cuanto a
la deteccion individual de los genes de mantenimiento VVTCPB y VVAIG — 1 manifiestan
una baja selectividad del método ante el analito, designando incluso una deteccién
negativa de los controles internos seleccionados desde la concentracién 10 y 10 para
tejido sano y tejido infectado con GRBaV respectivamente, es por ello que tanto para el
tejido sano y el tejido infectado con GRBaV la concatenacién de los genes de
mantenimiento VVTCPB y VVAIG — 1 permitieron el rango de deteccidn positivo hasta la
concentracion diluida 10° en ambos casos de estudio. Ademas de que la concatenacion
de VWTCPB y WAIG - 1 permiti6 una mejor cobertura de lecturas en las secuencias de

analisis.



50

Figura 13.

Diagrama de cajas E — probes hits vs Lecturas Genes de Mantenimiento.

Validacion MiDetect E-probes var. 20nt Vitis spp. tejido sano
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Nota. Los diagramas representan la distribucion de los aciertos o hits de las sondas
electronicas en el (eje y) vs el nimero de lecturas por cada gen de mantenimiento
propuesto (eje x). A) Validacion MiDetect E — probes var. 20nt Vitis spp. tejido sano. B)
Validacién MiDetect E — probes var. 20nt Vitis vinifera tejido infectado con GRBaV.

Diagrama realizado por Ricardo Tello (2021) en el software GraphPad Prisma 9.
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Capitulo V: Discusion

El cultivo de uvas tiene una de las mejores estimaciones anuales de produccion,
llegando a representar en América, Asia y Europa una de las fuentes econdmicas de
mayor valor, sin embargo, se debe considerar que las enfermedades causadas por
fitopatdgenos virales disminuyen la rentabilidad de la industria viticola. Es necesario
implementar pruebas de diagndstico molecular con el fin de identificar a los agentes
causales que disminuyen la rentabilidad de los cultivos de uva. La deteccion de
fitopatdgenos aislados a partir de ARN podria significar una de las razones para obtener
falsos positivos debida a la alta degradabilidad del ARN. Es por ello que el uso de genes
de mantenimiento como controles endégenos permiten estimar y analizar los errores que
podrian suceder dentro del diagnéstico de fitopatdgenos como GRBaV (Pfaffl, Tichopad,

Prgomet, & Neuvians, 2005).

La composicion quimica de la planta de uva tiene una alta concentracion de
compuestos fendlicos, ademas de compuestos flavonoides, flavonoles, cumarinas,
terpenos, etc. EI ARN es considerada una molécula de alta degradabilidad y sumado a
gue los compuestos antes mencionados causan precipitacion del ARN, estas
caracteristicas ocasionarian que los protocolos para el aislamiento de ARN no sean los
mas adecuados, es por ello que la adicién de PVP reportada por MacKenzie, McLean,
Mukeriji, & Green (1997) permitié la obtencidon de concentraciones promedio de 97.45
[ng/uL] y un valor de pureza promedio de 1.83 ~ 2 por lo tanto se considera a las muestras

obtenidas como ARN puro de alta calidad (Thermo Fisher Scientific , 2009).

En la actualidad existen muy pocos estudios sobre el perfil de expresiéon génica
relacionada al diagndstico molecular a partir de ARN de enfermedades virales como

GRBaV en Vitis vinifera, es por ello que en el presente estudio se describe el uso de
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genes de mantenimiento como controles internos en dos diferentes condiciones: tejido

sano y tejido infectado con GRBaV (Pfaffl, Tichopad, Prgomet, & Neuvians, 2005).

Mediante la RT — qPCR se evalu6 5 genes candidatos en muestras de ADNc — dc (Tabla
2) de los cuales los genes VvActin, VvFel — Alpha y VvAIpha — tub exhibieron niveles de
expresion muy inestables ya que sus valores Ct se encontraban muy dispersos. Segun
Yuan y otros (2014) los genes de mantenimiento de uso comun como actina o tubulina
no son lo suficientemente confiables para su uso como controles internos. Gonzales y
otros (2013) demostraron que los genes enddgenos de uva, VWTCPB y WAIG - 1, no
muestran variaciones significativas de expresion en diferentes estadios de la baya y
diferentes tipos de tejido de la planta, confirmando los resultados obtenidos en el presente
estudio ya que los genes VVTCPB y WAIG — 1 muestran una excelente estabilidad de
expresion génica en ambas condiciones de estudio. Sin embargo, en este analisis no se
toméd en cuenta las variaciones entre genes candidatos, las muestras analizadas y sus
repeticiones, es por ello que se realizé un andlisis mas profundo con el uso de la

plataforma RefFinder.

En cuanto al analisis estadistico de expresion génica, estudios previos sugieren
gue los genes de mantenimiento de uso comdn deberian tener un comportamiento
uniforme en distintas condiciones, sin embargo, lo reportado por Reid y otros (2006) hace
referencia al analisis GeNorm en el cual a un conjunto de genes como ciclofilina, Beta —
tubulina, EF1 — a fueron excluidos como genes de referencia debido a que su ponderacion
se encontraba fuera del rango de estabilidad normal. Los resultados mencionados en este
estudio coinciden con nuestro analisis en la plataforma RefFinder ya que los genes de
mantenimiento VvFel — Alpha, VvActinHK y VvAlpha — Tub recibieron una ponderacion
final de 5, 2.63 y 2.83 en tejido infectado con GRBaV, mientras que en el tejido sano

recibieron una ponderacion de 1.32, 3.36 y 4.73, estos resultados permiten excluir a estos
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genes candidatos ya que mientras su ponderacion se aleja del 1 se consideran genes

muy inestables (Otto, y otros, 2020).

Los genes de mantenimiento especificos de uva VVTCPB y VVAIG — 1 presentaron
una ponderacion RefFinder de 1.19 y 2.28 en tejido infectado con GRBaV, 2.11y 2.28 en
tejido sano, estos valores representan en el estudio grupal el ranking mas cercano a uno,
convirtiéndolos en los genes de mantenimiento con un perfil de expresion mas estable en
las condiciones estudiadas coincidiendo con el estudio antes mencionado de Gonzales y
otros (2013). Sin embargo se debe tomar en cuenta que Hellemans y otros (2007)
recomiendan optar por el uso de dos genes de referencia establecidos por GeNorm ya
gue esto brinda mayor fiabilidad a la deteccion de genes de mantenimiento y a los
fitopatdgenos de interés, es por ello que la concatenacion de VWTCPB y VWAIG — 1 se
tomé en cuenta para el mapeo y la evaluacion de los genes de mantenimiento

seleccionados en la plataforma MiDetect.

El uso del algoritmo minimap2 para el mapeo de las secuencias de los genes
VVTCPB de 2125 pb y VVAIG — 1 de 1423 pb no logr6 una 6ptima cantidad de lecturas en
ambos tratamientos, en el tejido sano se logré mapear un maximo de 44, 58 y 61 lecturas
de WAIG - 1, WTCPB y WTCPB_VVAIG — 1 en las muestras mas concentradas,
mientras que en el tejido infectado con GRBaV se logr6 mapear un maximo de 27, 49 y
57 lecturas de VWWTCPB, WAIG - 1 y WTCPB_WAIG — 1 en las muestras mas
concentradas. Estos resultados pueden haberse debido a que la secuenciacion por
MinlON, aun cuando permite secuenciar lecturas ultra largas de hasta 2 mega bases, no
genera muchas lecturas para un solo fragmento de ADN (Krehenwinkel , Pomerantz, &

Prost, 2019).
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En el presente estudio se utilizé TSO poly (T) como cebadores con adaptaciones
en el extremo 3’ para la sintesis de ADNc — dc los cuales pretenden generar copias
enteras del ADNc — dc (Turchinovich, y otros, 2014). Estos cebadores permitieron que las
muestras analizadas sean sensibles a la deteccién en la RT — gPCR (Figura 9 y 10). Sin
embargo, el uso de primers inespecificos pudo haber influido en la calidad de las muestras
secuenciadas, afectando la deteccion de VVTCPB y VWAIG — 1 en la plataforma MiDetect.
La técnica Target Specific Reverse Transcript (TASPERT) pool descrita por Espindola y
otros (2021) sugiere el uso de cebadores inversos especificos para los genes de interés
los cuales enriquecen el nimero de lecturas mapeadas, aumentan la profundidad de la
secuenciacion y optimizan el limite de deteccion (LoD) del diagnéstico de fitopatégenos

como GRBaV y los controles internos seleccionados bajo la plataforma MiDetect.
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Capitulo VI: Conclusiones

1. Los valores Ct de dos genes enddgenos especificos de uva y de tres genes de
mantenimiento de uso comdn permitieron determinar que los genes candidatos
especificos de la uva VVAIG — 1 y VVTCPB fueron los de expresion génica mas
estable.

2. A través de la plataforma RefFinder se logré determinar que los genes de
mantenimiento especificos de uva VWTCPB y VVAIG - 1 son 6ptimos para el uso
como controles internos debido a que demuestran una expresién mas estable en
comparacion a los otros genes candidatos.

3. Se compar6 la presencia de los genes de mantenimiento seleccionados con el
uso del algoritmo minimap2 el cual abord6 el mapeo de las secuencias de los
genes WTCPB, WAIG — 1 y la concatenacion de VVTCPB_VVAIG — 1 en
diluciones seriadas de tejido sano y tejido infectado con GRBaV, concluyendo que
la cobertura de mapeo de VWTCPB_WVAIG — 1 es mayor en comparacion a las
lecturas obtenidas de los genes individuales VVTCPB y WAIG — 1.

4. Se verificé la presencia positiva de los genes de mantenimiento seleccionados,
WTPB y WAIG — 1, con la herramienta MiDetect hasta la dilucién 10 tanto en
tejido sano de Vitis spp. y tejido de Vitis vinifera infectado con GRBaV mediante
el uso de las sondas electronicas de 20 nucle6tidos de tamafio variable obtenidas
de la concatenacion de los genes VVTCPB_VVAIG — 1 en la herramienta MiProbe

de la plataforma bioinformatica EDNA - MiFi: Microbe Finder.
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Capitulo VII: Recomendaciones
Se recomienda evaluar mas de diez genes de mantenimiento especificos de uva
los cuales le darian mayor robustez al andlisis de perfiles de expresion génica en
diferentes condiciones sintomatoldgicas de las plantas de uva infectadas con
distintos fitopatégenos.
Se recomienda utilizar la técnica TASPERT con cebadores especificos para los
genes de mantenimiento seleccionados y conjuntamente los cebadores
especificos para los fitopatégenos de interés para aumentar la especificidad de la
retro transcripcion y la sintesis del ADNCc.
Validar el limite de deteccién (LoD) de los genes de mantenimiento seleccionados
como controles internos para corroborar que el limite de deteccion (LoD) del
diagnostico de virus de uva sea correctamente normalizado.
Se recomienda implementar un nuevo algoritmo de mapeo de secuencias con un
porcentaje de identidad del 99% para poder determinar que las lecturas de las
secuencias sean lo mas especificas posible a la secuencia de interés.
Fortalecer los vinculos entre la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE y el
Institute of Biosecurity and Microbial Forensics IBMF de Oklahoma State
University para que exista una mayor cantidad de estudiantes participando en los
proyectos de investigacion permitiendo el fortalecimiento de los conocimientos

adquiridos en las aulas.
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