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Resumen
La uva (Vitis spp.) es uno de los cultivos mas importantes en Estados Unidos (USA) y a
nivel mundial. En los ultimos afios los virus Grapevine Leafroll-associated virus (GLRaV)
y Grapevine Red Blotch associated virus (GRBaV) han generado pérdidas econémicas
en los cultivos de uva. Estos son de dificil diagndstico debido a las dificultades en la
extraccion de ARN total de las plantas perennes lefiosas. Por esta razon, la presente
investigacion tuvo como objetivo diagnosticar la presencia de los virus GLRaV y GRBaV
a partir de ARN total de muestras de hojas de uva.
Se empled una variacion al Mini Kit RNeasy Plant de Qiagen, Target-specific high-
throughput sequencing para la elaboracién de ADN complementario de doble cadena
(ADNc-dc). Asimismo, se realiz6 reacciones en cadena cuantitativa de la polimera en
tiempo real (q-PCR) y secuenciacion con MinlON-Oxford Nanopore techonologies
(ONT). Las secuencias resultantes se analizaron por medio de E-probe Diagnostic
Nuclic acid Analysis (EDNA) y en el programa Minimap 2.
Como resultado se obtuvo que las pruebas de diagnéstico de secuenciacién de alto
rendimiento (HTS) y EDNA tuvieron una baja sensibilidad de diagnostico (DSe) y alta
especificidad de diagndstico (DSp) para GLRaV. Mientras que el GRBaV presento una
DSe moderada y DSp es alta.La prueba diagndstica de HTS depende de la evaluacion
del virus teniendo que suma de DSe y DSp es mayor a 100% en algunos casos de
GLRaV-4(cepa 4), GLRaV-4(cepa 6) y GRBaV, lo que indica que presenta precisiéon de
diagnéstico.
Palabras Claves
TS—OLIGNUCLEOTIDOS
SECUENCIACION CON NANOPOROS
MINION

EDNA
gPCR
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Abstract
Grape (Vitis spp.) is one of the most important crops in the United States and worldwide.
In recent years, Grapevine Leafroll-associated viruses (GLRaV) and Grapevine Red
Blotch-associated virus (GRBaV) have caused economic losses in grape crops. These
viruses are difficult to diagnose due to difficulties in the extraction of total RNA from
woody perennial plants. For this reason, the present investigation aimed to diagnose the
presence of GLRaV and GRBaV viruses from the total RNA of grape leaf samples.
A variation of Qiagen's RNeasy Plant Mini Kit, Target-specific high-throughput
sequencing for the preparation of double-stranded complementary DNA (CDNA-
dscDNA), was used. Also, real-time quantitative polymerase chain reaction (Q-PCR) and
sequencing with MinlON-Oxford Nanopore techonologies (ONT) were performed. The
resulting sequences were analyzed by E-probe Diagnostic Nuclic acid Analysis (EDNA)
and Minimap 2 software.
As a result, high-throughput sequencing (HTS) and EDNA diagnostic tests had low
diagnostic sensitivity (DSe) and high diagnostic specificity (DSp) for GLRaV. While
GRBaV presented a moderate DSe and high DSp.
The diagnostic test for HTS depends on the evaluation of the virus and the sum of DSe
and DSp is greater than 100% in some cases of GLRaV-4 (strain 4), GLRaV-4 (strain 6)
and GRBaV, which indicates that it presents diagnostic accuracy.
Keywords
TS-OLIGNUCLEOTIDE
NANOPORE SEQUENCING
MinION

EDNA
g-PCR
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Capitulo I: Introduccién
Formulacion del problema

En la actualidad, el cultivo de uva esta adquiriendo gran importancia a nivel
mundial ( Bacilieri, Lacombe, Cunff , Di Vecchi-Staraz , & Laucou , 2013). La viticultura
en USA en el afio 2017 tuvo un impacto de 219.9 mil millones de dolares produciendo
1.7 millones de empleos y en el estado de Oklahoma se generaron 4 711 plazas de
trabajo (John Dunham & Associates, 2017). Los cultivos de uva en Estados Unidos
representan 6.5 mil millones de délares en comercio, con un &rea cultivada de
aproximadamente de un millén de acres (440 000 hectareas), con un resultado de 750
000 toneladas de uva en el 2018 (Wine Institute, 2019).

Los virus de la uva producen una gran cantidad de sintomas que afectan a los
cultivos, causando pérdidas significativas en cantidad obtenida de los frutos y en la
calidad de los mismos (Whitham , Yang , & Goodin , 2006; Laliberte & Sanfacon , 2010).
Cuando la planta presenta una infeccion activa por virus inhibe varias rutas metabdlicas
(Blanco-Ulate, et al., 2017; Karlsson & Karlsson, 2018).

Los niveles de afeccion dependen de: combinaciones especificas de virus-
huésped, la virulencia, susceptibilidad del cultivar y edad de la planta ( Mannini &
Digiaro , 2017).

Especificamente, la familia Closteroviridae tiene como miembro Grapevine
Leafroll-associated virus (GLRaV), que afectan a diversos cultivos de frutas perennes de
importancia agricola (Naidu, Maree, & Burger, 2015; Alabi, y otros, 2016). Las especies
GLRaV-4 al GLRaV-13 del género Ampelovirus. A excepcién de la especie GLRaV-7
cuyo género es Velarivirus ( Dolja , Meng, & Martelli , 2017; Herrbach , y otros, 2017;
Mikona & Jelkmann, 2010).

Por otra parte, el Grapevine Red Blotch-associated virus (GRBaV) corresponde a



19

la familia Geminiviridae y provoca bajos rendimientos en los cultivos, asi como cambios
significativos en la composicion quimica del fruto; alterando su sabor y aroma (Bachder,
Zalom, Jayanth, & Sudarshana, 2016).

De manera general, la secuenciacion de alto rendimiento (HTS) ha permitido
descubrir una gran variedad de virus fitopatbgenos como los que afectan a la uva y
también establecer las relaciones que existen entre virus y huésped (Villamor D. E., Ho,
Rwahnih, Martin, & Tzanetakiz, 2019).

Justificacion del problema

Los vifiedos, comparados con otras plantas, se ven amenazados por una alta
diversidad de especies de virus (Ricketts , et al., 2015). Hasta el momento se han
identificado mas de 80 especies de virus, pertenecientes a 27 géneros (Matelli, 2017).
La infeccién por virus causa la disminucién de la calidad, produccién y vigor de la
planta. Fisiolégicamente, la vid sufre pérdida de pigmentos, proteinas solubles y
disminucion de la actividad fotosintética (Fuller, Alston, & Golino, 2015).

Especificamente, la enfermedad viral GLD de la uva representa el mayor
porcentaje de pérdidas econdmicas en la industria (Namba , et al., 1979). Los virus
responsables son: GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV- 4, GLRaV- 7 y GLRaV- 13
(Matelli, 2017), mientras que la enfermedad viral GRBD es producida por el virus
GRBaV, descubierto en 12 estados de USA (Matelli, 2017; Xiao, Shabanian, Moore, Li,
& Meng, 2018).

Para el diagnéstico de estos fitopatdégenos tradicionalmente se emplean técnicas
de identificacién visual, ensayos bioldgicos o inmunoensayos; sin embargo, no permite
distinguir entre especies virales. Por ello una alternativa viable es emplear tecnologias
de HTS para identificar metagenomas. Actualmente, es ampliamente utilizada por su

capacidad para secuenciar millones de nucleétidos en un corto periodo de tiempo vy,



20

ademas, en combinacion de bioinformatica se puede utilizar para la deteccion de virus
conocidos, mutados y nuevos (Villamor D. E., Ho , Rwahnih, & Mar, 2019).

MinION-ONT es un dispositivo que emplea HTS para la secuenciacion de acido
desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico (ARN) basada en el uso de nanoporos y
corriente iénica. Este dispositivo es pequefio, liviano y secuencia varias Gigabases de
acidos nucleicos en una sola celda de flujo (Jamy, et al., 2018; Payne, Holmes, Rakyan,
Loose, & BulkV, 2018; Krehenwinkel , Pomerantz , & Prost , 2019).

Objetivos de la investigacion

Objetivo general
Detectar GLRaV (Grapevine leafroll-associated virus) y GRBaV (Grapevine red
blotch-associated virus) mediante secuenciacién de alto rendimiento (HTS)
Objetivo especifico
e Estandarizar el protocolo de deteccion GLRaV (Grapevine leafroll associated virus) y
GRBaV (Grapevine red blotch-associated virus) para el uso de MinlON.
e Generar controles positivos para HTS de GLRaV (Grapevine leafroll associated
virus) y GRBaV (Grapevine red blotch-associated virus).
e Validar la deteccién de patégenos de uva (Vitis spp.) con MinlON a través de g-PCR

y métodos bioinforméticos (EDNA).
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Capitulo Il: Marco Referencial
Vitis vinifera

La uva (Vitis vinifera) es del género Vitis spp. conformado por 80 especies
aceptadas descritas actualmente y perteneciente a la familia Vitaceae (Royal Botanic
Gardens, 2013; Maul, 2021). Son arbustos dicotiledoneos, trepadores y perennes, de
hojas grandes con nervaduras unidas por peciolos al tallo, la flor se caracteriza por
tener su fisiologia de racimo y frutas con forma de bayas. Florecen al terminar la
primavera hasta el inicio del verano. Los frutos se originan a partir agosto hasta las
heladas (The Ohio State University, 2021).

Esta especie es de gran importancia econdémica, ya que representa del 90% de
la produccion de uva a nivel mundial e incluso el 75% de su area de cultivo es destinada
a la elaboracién de vinos, mientras que el otro 25% se distribuye en fruta fresca y seca
(Figura 1) (International Organization of Vine and Wine, 2017).

Figura 1
Areas viticolas y con sus zonas de produccion en todo el mundo.
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De la produccion global se conoce que los paises de China, Turquia e Italia son
los mayores productores de uva de mesa (fruta fresca), que representan
aproximadamente el 70% de la fruta obtenida a nivel mundial. China, de los 3.8 millones
de toneladas de uva de mesa que produce, consume la mayoria; mientras que Turquia
e ltalia son los exportadores principales hacia paises europeos. En el hemisferio sur se
destacan Chile, Argentina, Brasil, Sudafrica y Australia, como exportadores cada dia
mas importantes (FAO, 2016).

No obstante, la propagacion de la vid se da por clonacién, convirtiéndola en una
planta susceptible a plagas, enfermedades y estrés abiético como el frio (Reisch &

Pratt, 1996).

Enfermedades de Vitis vinifera

Las enfermedades pueden ser provocados por agentes infecciosos o ho
infecciosos (nutricién, humedad o factores climaticos). Los agentes infecciosos son
organismo que atacan a la planta como los virus, bacterias, nematodos y hongos
(Oklahoma State University, 2017).

Las enfermedades causadas por los virus requieren heridas (injertos o podas) o
transmitirse por vectores (insectos y nematodos), este tipo de infeccidén no suele ser
letal, pero si afecta la calidad, rendimiento y vida del arbusto (Oklahoma State
University, 2017). Las principales enfermedades virales son GLD (mas destructiva entre
todas patologias virales), enfermedad del tronco, la hoja en abanico (enfermedad
degenerativa) y GRBD. Los sintomas que se producen por estas patologias suelen ser
dificiles de distinguirse entre ellos (Washington State University, 2016), ya que todos
generan una disminucion en la actividad fotosintética de las hojas, cambios de
coloracién, entre otros (Zherdev, y otros, 2018).

GLRaV (Grapevine leafroll associated virus)



23

Los virus GLRaV se clasifican taxondOmicamente en cinco especies de la familia
Closteroviridae divididos en tres géneros, cada uno determinado por sus secuencias
especificas.

Del género Ampelovirus son GLRaV-1, GLRaV- 3y GLRaV- 4. El GLRaV-2 en
el género Closterovirus, y el GLRaV-7 en el género Velarivirus (Figura 2.) (Naidu,
Maree, & Burger, 2015).

Figura 2

Arbol filogenético realizada por genes completos HSP70h de la Familia Closteroviridae

Ampeloviryg

PMWaV-2

Nota. Tomado de Grapevine leafroll Disease and Associated Viruses: A Unique
Pathosystem (p.615). por R. A. Naidu, H.J. Maree y J.T. Burger, 2015, Annual Review of
Phytopathology.

Las secuencias completas del genoma de los GLRaV obtenidas, indican que son
virus genéticamente diversos si se toma en cuenta al tamafio del genoma, el contenido
de sus marcos de lectura abiertos (ORFs) y organizacion (Naidu, Maree, & Burger,

2015).
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El género Ampelovirus pertenece al grupo IV de los virus. Los viriones estan
formados por una sola molécula de ARN lineal, de sentido positivo y monocatenario
(ARNsc+). Sus proteinas estructurales constan de una proteina de cubierta principal y
una proteina de cubierta menor, sin cola de poli A en el extremo 5° ( Naidu, Rowhani ,
Fuchs, Golino, & Martelli , 2014).

Las especies que conforman el género de Ampelovirus son GLRaV-1, GLRaV-3,
GLRaV-4 y GLRaV-13, divididas en dos subgrupos de acuerdo a la diferencia vy
organizacion del tamafio, y la divergencia filogenética (Maliogka, Dovas , & Katis , 2008;
Martelli , Agranovsky , Al Rwahnih , Dolja , & Dovas , 2012; Ito & Nakaune, 2016).

Los virus GLRaV-1 y GLRaV-3 son el subgrupo | con un tamafio entre ~ 185y ~ 18.9
kilobases (kb) y codifica de nueve a doce ORFs. El subgrupo Il es el GLRaV-4 con un
tamafo de genoma entre ~ 13,6 y ~ 13,8 kb, codifica seis ORF y carece de la proteina de
la cubierta menor. Posee varias cepas 4, 5, 6, 9, Pr, De, Ob y Car (Tabla 1).

Tabla 1

Lista de Cepas de GLRaV-4 identificadas. La longitud del genoma y donde se lo

reportaron.

Cepa NUumero de Accesidn Fuente Genoma nt

Cepa4 MF669483.1 WA, USA 13,824
FJ467503.1 CA, USA 13,830

Cepa5 MF669481.1 WA, USA 13,820
JX559639.1 Canada 13,823
KX828702.1 Brasil 13,823
FR822696.2 NY, USA 13,384

Cepa6 FJ467504.1 CA, USA 13,807
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Cepa NUumero de Accesidén Fuente Genoma nt
Cepa9 MF669482.1 WA, USA 13,850
KJ810572.2 Espaiia 13,858
Cepa Car FJ907331.1 CA, USA 13,626
CepaPr AM182328.4 Grecia 13,696
Cepa Ob KP313764.1 Suiza 13,696

Nota. Recuperado de Intra-species recombination among strains of the Ampelovirus

Grapevine leafroll-associated virus 4(p.3), por J. Adiputra, S. Jarugula y A. Naidu, 2019.

WA, Washington; CA, California; NY, Nueva York.

El GLRaV-13 es un Ampelovirus putativo. EI genoma contiene once marcos de
lectura abiertos putativos, mostrando caracteristicas genéticas similares al subgrupo | del
género Ampelovirus ( Ito & Nakaune, 2016).

Por otra parte, los sintomas que produce el género Ampelovirus es el cambio de
color en el follaje, de color verde a tonalidades rojas y blancas, las venas presentan
clorosis. El color rojo purpura significa la presencia de antocianinas en gran cantidad
(Naidu, Maree, & Burger, 2015).Esta sintomatologia aparece en las hojas maduras, en
la parte inferior del dosel alrededor del envero y posteriormente aparece en hojas mas
jovenes (Coombe & McCarthy, 2000).

En cuanto a su genoma los GLRaV-1, GLRaV-3 y GLRaV-4 tiene ORFs que
codifican proteinas como: proteasa (L-Pro), metiltransferasa (MET), dominio AlkB
(AlkB), helicasa (HEL), ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), proteina
homologa de choque térmico 70 (HSP70h), p4, p5 ,p6, p7, p20A, p20B ,p21, p24, p23,
p55, capside (CP) y capside menor (CPm)(Figura 3). La replicacién ocurre en el
citoplasma, asociada con las vesiculas membranosas, que se encuentran en el reticulo

endoplasmico (International Committee on Taxonomy of Viruses, 2019).
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Figura 3

Esquema de la estructura del genoma de los miembros del género Ampelovirus

GLRaV-1
Genus: Ampelovirus
Subgroup |

GLRaVv-3
Genus: Ampelovirus
Subgroup |

AlkB i GLRaV-4
MET e HEL | HSP90h p23 3 Genus: Ampelovirus
RdRp | HSP70h cP Subgroup Il

Nota. RGB es el bloque de genes de replicacion, representado con una linea
entrecortadas gris y QGB es el bloque de genes quintuple, representado con una linea
entrecortada roja. Tomado de Grapevine leafroll Disease and Associated Viruses: A
Unique Pathosystem (p.616). por R. A. Naidu, H.J. Maree y J.T. Burger, 2015, Annual
Review of Phytopathology.
GRBaV (Grapevine red bloth-associated virus)

El GRBaV pertenece al género Grablovirus y a la familia Geminiviridae (Varsani,
y otros, 2017). Su genoma consiste en un ADN monocatenario circular (Figura 4)
(Cieniew, Pethybridge, Gorny, & Madden, 2017).

Los sintomas que produce en la uva son coloraciones rojas en las hojas, similares

a los provocados por la GLD (Cieniew, Pethybridge, Gorny, & Madden, 2017).
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Figura 4

Genoma circular monocatenario de los miembros del género Grablovirus

Nota. Los marcos de lecturas que codifican las proteinas son: C1, Proteina Rep; C2 C-
terminal de la proteina Rep; C3, desconocido; V1, capside; V2, V3 y VO son
desconocidos. Tomado de Grapevine leafroll disease and associated viruses: a unique
pathosystem.(p. 615), por R. naidu, H. Maree, & J. Burger, 2015,Annual Review of
Phytopathology.

El genoma estd compuesto por cuatro ORFs en sentido del virion (VO, V1, V2 'y
V3) y tres el sentido comprimario a la hebra de ADN (C1, C2y C3) (Cieniewicz, Perry,
& Fuchs, 2017; Krenz, Thompson, McLane, & Fuchs, 2014; ICTV, 2019; Sudarshana,
Perry, & Fuchs, 2015; Bachder, Zalom, Jayanth, & Sudarshana, 2016).
Métodos tradicionales de Diagndéstico de virus GLRaV y GRBaV

El diagndstico visual es el mas utilizado para enfermedades de uva, debido a
gue no tiene costo en materiales y reactivos, pero puede causar una identificacion
inexacta del patégeno. Debido a que un virus puede causar diferentes sintomas en cada
variedad de uva (Magarey, 1986; Cieniewicz, Perry, & Fuchs, 2017; Burger, Maree,

Gouveia, & Naidu, 2017) y en algunos casos son hasta asintomaticos.
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Por otra parte, las pruebas bioldgicas se realizan por medio de plantas
indicadoras, a las cuales se les tramite el virus mecanicamente y se espera de 7 a 10
dias para observar sintomas ( Naidu, Rowhani , Fuchs, Golino, & Martelli , 2014).

Finalmente, los inmunoensayos consisten en ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzima (ELISA) con resultados cualitativos e inmunoensayos de flujo lateral (LFIA)
como pruebas rapidas. Sin embargo, pueden producir falsos positivos por reacciones
cruzadas (Zherdev, y otros, 2018).

Pruebas de diagnoéstico

Para ser conocidas como validas las pruebas de diagndstico pasan por varias
etapas comenzando con estudio experimental, continda con caracteristicas analiticas,
caracteristicas de diagnéstico, reproducibilidad, implementacién, y robustez (World
Organisation for Animal Health, 2019).

Para la caracterizacién de diagndstico se utiliza una tabla de 2x2, utilizando una
prueba de referencia (en inglés: Gold standard) y la nueva prueba. Para determinar la
DSe, DSp, valor predictivo negativo (VPN), valor predictivo positivo (VPP) y prevalencia
(P) (Figura 5) (Gomez & Pérez, 2008).

Figura 5

Tabla 2x2 para obtener DSp y DSe, VPP, VPN y P.

Prueba de referencia

Positiva Negativa
Prueba de Positiva VP FP
Diagnostico Negativa FN VN

Nota. VP, Verdadero positivo; FP, Falso Positivo; FN, Falso Negativo; VN, Verdadero
negativo.Curso de introduccién a la investigacion clinica. Capilo8: Prueba diagnésticas

Concordancia por C. GOmez, J. Pérez (509-591). J Medicina de Familia. SEMERGEN.
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Prueba de referencia: Reaccion en cadena cuantitativa de la polimerasa en

tiempo real (g-PCR)

La g-PCR es una herramienta que permite el analisis y la cuantificacion de la
expresion génica en muestras bioldgicas y ambientales. Utiliza un fluoréforo que se
intercala con la region de interés, entre el surco del AND/ADNc/ADNc-dc (Figura 6.2)
(Valasek & Repa, 2005) o sondas marcadas con fluorocromos para detectar la
amplificacion de ADNc/ADNc-dc (Figura 6.1).

Figura 6

Esquema de la reaccion de dos variantes de g-PCR

6 —
S
Es especifico F } Software
—)
eE lcla

No es especifico porque depende del primer

Nota.(b, fluoroforo; @ fluoroforo exitado; -, ADN sonda; , primer inverso (reverse
primer); «, primer adelantero (forward primer); =, ADNdc; A/T/C/G, nucleétidos. 1, g-
PCR con sondas marcadas con fluoréforo, cuando esta sonda se une a la secuencia
diana conjuntamente con los primers que tiene una secuencia especifica objetivo; 2, g-
PCR con colorante, el colorante se une a la ADN de forma inespecifica, cuando este
esta libre emite baja fluorescencia y al unirse entre las cadenas aumenta a 1000 veces

su fluorescencia. Realizado por Daniela Sempértegui,2019.
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La g-PCR se deriva de amplificacion de curvas por Cqg (quantification cycle),
realizado en un termociclador, que detecta sefales fluorescentes, asi como un Hardware
y un Software para el andlisis de los datos (Bustin, et al., 2009).

Cada ciclo de PCR cuenta con tres etapas; la primera, desnaturalizacion, donde
se separa la doble cadena del &cido nucleico (95°C); la segunda, alineacion de los primers
con el ADN molde (30-60°C) y la tercera, elongacion o extension, fase que produce la
polimerizacién por una enzima sintetizadora de ADN, dNTPs (desoxirribonucleétidos) y
concentraciones de iones divalentes. Generalmente se realiza entre 30 a 45 ciclos
(Taylor, et al., 2019).

La cinética de amplificacion por la g-PCR se puede dividir en cuatro fases; la
primera, inicial o basal, la fluorescencia no supera el umbral (10 a 15 ciclos); la segunda,
geomeétrica (conocida como logaritmica o exponencial), aqui se tiene el comportamiento
2" de la fase amplificacion del ADN, es decir, a partir de cada molécula del ADN se
generan dos; la tercera, lineal, comprende el momento en que los reactivos empiezan a
ser limitantes en la reaccion y se presenta un decaimiento de la actividad enzimatica; y la
cuarta, estacionaria, muestra una sefial saturada.

La técnica tiene diferentes aplicaciones como: analisis de expresion génica,
control sanitario de alimentos, identificacion de individuos (Taylor, et al., 2019) y pruebas
de diagnéstico (Gold estandar) (Valasek & Repa, 2005).

Pruebas de Diagnostico Para Probar

Secuenciacion con MinlON-ONT
Minion-ONT es un dispositivo con nanoporos por donde pasa corriente i6nica y mide los
cambios de corriente de acuerdo con el nucleétido que atraviese el nanoporo, para asi
identificar a la mélecula. De esta manera se obtiene un conjunto de lecturas de

secuenciacién (Figura 7) (Oxford Nanopore Technologies, 2020).
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Figura 7

Dispositivo de Secuenciaciéon MinlON-ONT y sus componentes.
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Nota. La grafica nos indica el dispositivo MinlON-ONT vy la celda de flujo, donde se
observa como la secuencia pasa por el nanoporo, donde por corrientes idnicas se
identificara cada nucleétido. Tomado de Oxford Nanopore MinlON Sequencing and
Genome Assambly (p.266). por H. Lu, F. Giordano y Z. Ning, 2017, Genomics Proteomics
Bioinformatic.

Debido a portabilidad, accesibilidad y velocidad en la produccién de datos es
adecuado para aplicaciones en tiempo real (Figura 7), lo que permite tener un constante
monitoreo de los patégenos, brindando una gama de aplicaciones en diferentes ramas

(Oxford Nanopore Technologies, 2020)

E-probe Diagnostic Nucleic acid Analysis (EDNA)

Los métodos tradicionales tienen la capacidad de detectar solamente un patégeno
especifico como es en el caso del ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)
y PCR en tiempo real o hibridacion de microarray. EDNA es un método bioinformatico
gue permite tener el diagnéstico en paralelo de diferentes patdgenos a través de sondas
electrénicas (e-probe) (Stobbe , et al., 2013).

Todas las secuencias obtenidas se analizan por bioinformatica sin realizar
curaciones, debido a que las e-probe son secuencias Unicas de los patégenos generadas

por comparaciones gendémicas entre organismos relacionados filogenéticamente (Figura
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8). Las e-probes al alinearse con los metagenomas obtenidos de la secuenciacion
produce coninsidencias o hits.
Figura 8

Diagrama de Flujo del funcionamiento de EDNA.
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Nota. Realizado en Edraw Max por Daniela Sempértegui, 2021. Tomado de E-probe
Diagnostic Nucleic acid Analysis (EDNA): a theoretical approach for handling of next
generation sequencing data for diagnostics por A. Stobbe, J.Daniels, A. Espindola, R
Verma, U.Melcher, F. Ochoa-Corona, W. Schneider (p.357). J Microbiol Methods.
Hipodtesis

La secuenciacion con MinlON detecta la presencia de GLRaV (Grapevine leafroll-

associated virus) y GRBaV (Grapevine red blotch-associated virus) en plantas de uva.
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Instituciones participantes

El periodo de duracién de la presente investigacion desde el 22 de junio del
2020 hasta el 28 de enero del 2021, por medio del convenio existente entre el
Laboratorio de Microbiologia, Departamento de Ciencia de la Vida y Agricultura, a la
Carrera de Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE y el
Deparment of Entomology and Plant Pathology, Institute of Biosecurity and Microbial
Forensics (IBMF) de Oklahoma State University con los fondos de los proyectos AG-18-
RS-108 y AG-19-RS-092. Regidos por las normas de Oklahoma State University y el
Department of Agriculture Food and Forestry.

Colaboradores cientificos

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

Alma Koch Kaiser, M.Sc. Cotutor de tesis

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

Carla D. Garzon. PhD. Coordinadora de convenio (OSU).

Area de Estudio

La investigacion se ejecuto en la Universidad Estatal de Oklahoma,
Departamento de Entomologia y Fitopatologia, IBMF; ubicado en el 127 Noble
Research Center,130 Henry Bellmon Research Center, Stillwater — Estados Unidos.
Material biolégico

Se utilizaron controles positivos proporcionados por Dr. Marc Fuchs, quien forma
parte de Cornell University en Nueva York, Estados Unidos. El material vegetal que
contiene los virus: GLRaV-4 (Cepas 4, 6), TRSV y GRBaV se mantuvo en -80°C desde

2018 hasta la actualidad (Tabla 2).
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Tabla 2

Controles positivos de virus de uva, obtenidos de Cornell University en Nueva York.

Control Muestra Parte del Hospedero
Hospedero
TRSV 2-55 Hojas Vitis vinifera
TRSV 2-56 Hojas Vitis vinifera
GLRaV-4(Cepa 4) 1-13 Hojas Vitis vinifera
GLRaV-4(Cepa 6) 1-12 Hojas Vitis vinifera
GLRaV-3 1-47 Hojas Vitis vinifera
GLRaV-3 1-48 Hojas Vitis vinifera
GRBaV 2-13 Hojas y Peciolo Vitis vinifera

Nota. TRSV, Tabacco ringsspot virus; GLRaV, Grapevine Leafroll-associated virus;

GRBaV, Grapevine red botch-associated virus.

Se realiz6 muestreo en el estado de Oklahoma City de plantas de uva. Las hojas
(cortaron en discos) y los peciolos se guardaron en -80°C en tubos de 15mL con silica
gel (Tabla 3).

Tabla 3

Localizacion de muestras de uva sanas e infectadas el 01 de julio del 2020.

Muestra Zona Localizacién Latitud Longitud Hospedero
Fila 1,

D202025 1 35°36'37.2"N 97°17'37.0"O  Vitis ssp.
Planta 5
Fila 1,

D202026 1 35°36'37.2"N  97°17'37.0"O  Vitis ssp.

Planta 5
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Muestra Zona Localizacién Latitud Longitud Hospedero
Fila 1,

D202027 1 35°36'37.2"N 97°17'37.0"0  Vitis ssp.
Planta 8
Fila 1,

D202028 1 35°36'37.2"N 97°17'37.0"0  Vitis ssp.
Planta 8
Fila 4,

D202029 1 35°36'37.2"N 97°17'37.0"0  Vitis ssp.
Planta 6
Fila 4,

D202030 1 35°36'37.2"N 97°17'37.0"0  Vitis ssp.
Planta 6

Nota. Muestras sanas. Los nimeros impares son tejido de hojas y los pares son muestras
de peciolos (columna de muestra).
Extraccion total de ARN

Se trasladd 100 mg (dos discos) de tejidos vegetales sanos o enfermos a tubos
de 1,7 mL para extraer el ARN total usando el kit Mini RNeasy Pant de Qiagen (N° de
catalogo/ID: 74904) (Anexo 1). Sin embargo, para la preparacion del buffer RLT se
adiciond 0.04 g polivinilpirrolidona (PVP) por cada 1 mL de reactivo y se igual6é el pH a 5
- 5.5 con acetato de sodio 0.2M (4:84) (Gehrig, Winter, Cushman, Borland , & Taybi ,
2012; MacKenzie, McLean, & Srima , 1997)

La cuantificacion y pureza de ARN total se determiné con el NanoDrop 2000
(Thermo Scientific). La integridad del ARN se evalué con gel de agarosa al 1%. No
obstante, cuando se observé ADN gendémico en el gel, se realizé un tratamiento con
DNase | (N° de catalogo: EN0521). A continuacién, las muestras se almacenaron a -
80°C hasta su uso.

Estandarizacion de la sintesis de ADNc-dc

Para la estandarizacion del ADNc-dc se utilizé el virus Tobacco ringspot virus
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(TRSV), en lugar de GLRaV y GLRaB; para poder identificar el rendimiento de este
proceso con diferentes primers empleados en investigaciones en el primer paso de del
portocolo Target-specific hight-trhoroughput sequencing para la sintesis de ADNc-cd.

El Target-specific hight-trhoroughput sequencing, consistio en la sintesis ADN
complementario (ADNCc) usando los primers oligo dT, target-specific reverse,
hexameros, icosameros y poli-T. Después se obtuvo las dobles cadenas del ADN
complementario (ADNc-dc) mediante amplificacién y se cuantificaron con el equipo
Quantus™ Fluorometer (N° de catalogo: E6150) usando el kit QuantiFluor ONE dsDNA
System (N° de catalogo: E4870).

Generacion de controles positivo in silico

Se uso el software SnapGene con los nimeros de accesion FJ467503,
FJ467504.1, NC_004667.1, NC_022002, MK955838.1 y MF377525.1; de los virus
GLRaVv-4(4), GLRaV-4(6), GLRaV-3 y GRBaV (Genoma Completo, Capside y Proteina
de Replicacion Rep) respectivamente.

En el software se utilizdé el menu de acciones >> TOPO cloning >> Blunt TOPO
® Vectors>> pCR-XL-2-TOPO™ (Figura 9A). A continuacion, se realizé la obtencién de
seccion de interés, posteriormente se linealizé el vector y se insert6 el fragmento de

interés en el plasmido (Figura 9B).
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Figura 9

Procedimiento de elaboracion de controles positivos in silico enSnapGene.
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»
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218756p PCRE4Blunt-TOPO®
pLPS-B
pTOP Blunt V2

Insert | Linearized Vector ) Product
B 13,807 bp ' 3956 bp l ( 17,763 bp

(=[5
GTAATC. . .GGACCG ...BCCCTT AAGGGC. . . .. .GCCCTTGTAATC. . . 6GACCGAAGGGC. . .
CATTAG. ..CCTGGC ...CGGGAA TTCCCG... .. .CGGGAACATTAG. . .CCTGGCTTCCCG. . .

Nota. A, Pasos a seguir en el Software; B, Procedimiento de la clonacién in silico,
primero se realiza una PCR in silico con los primers especificos, posterior se linealiza al
vector y por ultimo se obtiene el producto. Obtenido por D. Sempertegui (2020) en el
software SnapGene.

Controles Positivos in vitro

El ADNc-dc obtenido se caracterizd por tener cortes romo; por lo cual se utilizé el
TOPO™ XL-2 Complete PCR Cloning Kit (N° de catalogo: K805010) para clonar el
material viral en las células competentes de E.coli One Shot™ OmniMAX™ 2 T1R en el

vector pCR-XL-2-TOPO™ (Figura 10).
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Figura 10

Mapa gendmico del vector pCR-XL-2-TOPO™
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Vector pCR-XL-2-TOPO™
3956 bp

Nota. ori, Origen de replicacion; AmpR, Gen de resistencia a Ampicilina (B-lactamasa);
NeoR/KanR, Gen de resistencia a Neomicina y Kanamicina (Aminoglucésido 3’-
fosfotransferasa); ccdB, Gen de mantenimiento del vector (Toxina CcdB); lacZa. Gen
que codifica B-galactosidasa. Realizado por Daniela Sempertegui (2021) con el software
SnapGene. Secuencia tomada de ThermoFisher Scientific

(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/vectors/pcrxl2topo seq.txt).

Se determiné la presencia del fragmento de interés mandando a secuenciar el
plasmido y el producto de una purificacion de gel con primers especificos del patdégeno
en el Centro de Investigacion Henry Bellmon (Mass Spectrometry and Core Facility).
Posteriormente se realiz6 un ensamblaje de la secuencia (software Pregap version 1.6r

de Bonfield, Smith & Staden (1995)) y blsqueda de BLAST para comprobar la


https://tools.thermofisher.com/content/sfs/vectors/pcrxl2topo_seq.txt
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presencia del fragmento del virus.

Secuenciacién con MinlON-ONT

Se uso el ADNc-dc para la elaboracién de las bibliotecas probando los Kits de
Oxford Nanopore: Rapid PCR Barcoding Kit (SQK-RPB004), Rapid Barcoding
Sequencing (SQK-RB004) y Direct cDNA Native Barcoding (SQK-DCS109) con las
extensiones de barcodes (EXPND104 y EXP-BD114) para determinar el mejor
porcentaje de poros activos en el MinlOn (FLO-MIN106D) con el Flow Cell Kit (EXP-
FLPO002) y usando el programa MinKNOW versién 3.6.0 (Oxford Nanopore
Technologies, 2020).

Como el Direct cDNA Native Barcoding (SQK-DCS109) obtuvo el mejor
rendimiento, las bibliotecas finales se prepararon con 24 barcodes, iniciando en el
proceso End-prep (Pagina 4 del ANEXO 3). En donde se optimiz6 los volimenes de las
reacciones de End-prep y ligacién de Barcodes (ANEXO3), como se muestra en la
Tabla 4. Finalmente, se cargo la libreria en el Minion durante 72 horas.

Tabla 4

Modificaciones de procedimiento con Direct cDNA Native Barcoding (ANEXO 3).

Reactivo Volumen establecido Volumen optimizado

End-prep (pagina 4)

ADNc-dc 20uL 5.2 uL
Agua libre de nucleasas 30 uL 17 L
Buffer de la enzima End-prep Il 7 pL 3.9 uL

(N° de catalogo: E756L)
Mix de la enzima End-prep I 3uL 1.7 yL

(N° de catalogo: E756L)
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Reactivo Volumen establecido

Volumen optimizado

Ligacion de Barcode (pagina 5)

End-prepped ADN 22.5uL
Barcode nativo 2.5puL
Mix de Ligasa Bllunt/TA (N°de 25 pL

catalogo: MO367L)

4.5 pL

0.5puL

Nota. El nimero de pagina esta de protocolo ANEXO 3.

Las secuencias obtenidas en FAST5 se transformaron en FASTQ y se

clasificaron las secuencias por Barcodes en el programa Guppy version 4.2.2 (cédigo de

programacion, ANEXO 4) en la supercomputadora Pete de Oklahoma State University.

Pruebas de diagnostico

Las muestras de uva se analizaron en el laboratorio IBMF para detectar GLRaV-

4(4), GLRaV-4(6), GLRaV-3 y GRBaV mediante tres pruebas de diagndstico q-PCR,

EDNA, HTS. En la Tabla 5. se detalla las caracteristicas de las pruebas.

Tabla 5

Detalles observados en las pruebas diagnésticas: proposito de la prueba, objetivo y

criterio de resultados de las tres pruebas de diagnéstico evaluadas.

Propésito de la I Resultado Resultado
Prueba Objetivo - .
Prueba positivo negativo

Deteccion de:
GLRaV-4(4), Fragmentos de

g-PCR GLRaV-4(6), i tagbla 5 <30 Cq >30Cq
GLRaV-3y
GRBaV
Deteccion de:
GLRaV-4(4), e-probes (3 por

EDNA GLRaV-4(6), % sp Positivo Negativo
GLRaV-3y cada patégeno)

GRBaV
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Propésito de la Obietivo Resultado Resultado
Prueba J positivo negativo

Deteccion de:
GLRaV-4(4),
HTS GLRaV-4(6),
GLRaVv-3y
GRBaV
Nota. g-PCR, reaccion en cadena cuantitativa de la polimerasa en tiempo real; EDNA,

Prueba

Secuencia

Tabla 9 21 Lecturas 0 Lecturas

E-probe Diagnostic Nucleic acid Analysis; HTS, secuenciacion de alto rendimiento;
GLRaV, Grapevine Leafroll-associated virus; GRBaV, Grapevine red botch-associated
virus.

Reaccion en cadena cuantitativa de la polimerasa en tiempo real (q-PCR)

Se utilizo tres pares de primers. Un primer universal del GLRaV-4 que amplifica
el extremo C terminal del ORF6 y una parte de la region no codificante del extremo 3’
descripto por Ghanem-Sabanadzovic, Gugerli & Rowhani (2012). El segundo primer
GLRaV-3 definido por Gambino & Gribaudo (2006) amplifica la capside del virus y el
Gltimo para GRBaV se disefio en base las secuencias presentes en el NCBI de su
capside (Tabla 6).
Tabla 6

Detalle de los primers utilizados en la q-PCR de los virus GLRaV-4, GLRaV-3 y GRBV.

Temperatura Tamafio

Nombre / Secuencia
de melting/  esperado
Nombre original 5-2>3
Tm [°C] [bp]

GLRaV-4(U)A-F / 49

ATTTAGGTAATGTWGTRGCTAC
FLRAmMp-F

485

GLRaV-4(U)A-R/ 58

TATCCTCAGWGAGGAARCGG
FLRAmMp-R

GLRaV-3A-F TACGTTAAGGACGGGACACAGG 60 336
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Temperatura  Tamafio

Nombre / Secuencia
de melting/  esperado
Nombre original 52>3
Tm [°C] [bp]

GLRaV-3A-R TGCGGCATTAATCTTCATTG 50

dGRBVCA-R AAGCCGCAGACAAATAA 56.8

576

dGRBVCA-F AACGGAAGCAGAGAAGAA 57.6

Las reacciones de la g-PCR se realizaron con los reactivos, concentraciones y
volumenes presentes en la Tabla 7, en tubos de 0.1mL con la programacion indicada en
la Tabla 8.

Tabla 7

Detalle de las reacciones de g-PCR para GLRaV-4, GLRaV-3 y GRBaV.

Reactivo Concentracion Volumen 1X
ADNc-dc ~20-10 ng/mL 2 L
Primer Forward 5uM 1l
Primer Reverso 5uM 1L
Agua libre de nucleasas - 1L
PowerUp SYBR Green Master Mix 2X 5uL

TOTAL 10pL
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Parametros de amplificacion de g-PCR para los virus GLRaV-4, GLRaV-3 y GRBaV.

Fusién de alta

Etapa Parametros de Cuantificacion
Resolucién HRM
GLRaVv-4 94°C 94°C
I 3min I 72°C 72°C Rampa de 60 °C a
| | ° [
50°C | | 0°¢ |
: : £l 20 45s : 7min 90°
2min | | s |
| | |
' ' ' Aumento por paso
Aﬂi‘leanc:?r:.lllade E : Desnaturalizaciéon : Amplificacion : Extension
S de 0.25 °C
Espera de 90s
GLRaVv-3 94°¢ 94°C P
| | 72°C 72°C
., I I 56.8°C I antes de llegar a
50°c | Smin | 30s | .
| | 45s 605| 7min L.
2min | | | las condiciones de
Activac'l.c':n b | Desnaturalizacion l Amplificacién l Extension HRM
enzima | | |
35 cycles
GRBaVv : 94°c | 94°C . e Esperade 2 s
| D \ee
s0°C [ Smn | 30s | _ después de cada
| | 455 60s | 7min
2min | | |
] ' ! después de cada
Activacién de la Amplificacién l Extension

enzima

| |
| Desnaturalizacién |

30 cycles

paso.

E-probe Diagnostic Nucleic acid Analysis (EDNA)

Consta de una plataforma en linea denominada Mifi Microbe Finder

(http://bioinfo.okstate.edu/login/index.php) (Espindola & Carwell, 2021); en donde se
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generaron los e-probes tomando en cuenta los siguientes parametros: genoma del
patégeno (FASTA), genoma del organismo mas cercano (FASTA), tipo de e-probe,
longitud de la e-probe y nimero minimo de coincidencias para el disefio de la sonda. En
la Tabla 9 se visualiza las valores y opciones que se us6 para cada virus evaluado.
Tabla 9

Parametros de elaboracion de e-probes

GRBaV
Parametros/Virus GLRaV-4(4) GLRav-4(6) GLRaV-3

(Capside)
Genoma del FJ467503.1 NC_016417.1 AF037268.2 KY498152.1
patégeno (namero MF669483.1 JQ655295.1  KY498153.1
de accesion) NC_016416.1 MH796135.1 KY498154.1

NC_004667.1 KY498155.1

Genoma del NC_016417.1 NC_016081.1 FJ467503.1 NC_043533.1
organismo mas MF669483.1

cercano (namero de NC_016416.1

accesion)

Tipo de e-probe Fija Fija Fija Fija

Longitud de la e- 20,30,40y 20,30,40y 20,30,40y 20,30,40y
probe (bp) 60 60 60 60

Minimo de 5,10, 15, 20, 5,10, 15,20, 5,10,15,20, 5,10, 15,20,
coincidencia parael 25y 30 25y 30 25y 30 25y 30

disefio de e-probe

(bp)
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Todas las e-probes que se realizaron fueron coladas en una lista denominada
VIRUS, la que se us6 para la deteccion del organismo de interés.
Luego la coleccion de secuencias en formato fastab obtenidas de cada barcode con
ONT se compil6 en un solo archivo FASTQ,el cual es transformado a formato

FASTQ.GZ y se cargado en la plataforma de Mifi Microbe Finder.

MiDetect

Los metagenomas se evaluaron con los siguientes parametros: e-valor de le-1y
con un minimo de 250 hits y la lista de e-probes llamada VIRUS (Figura 11).
Figura 11

Parametros de MiDetect en la plataforma MIFI, Microbe Finder

Give a name to your lab *

GRVeap

Select the E-prabe list *

Virus

Select the E-value *

Suggested e-value for viuses (eval 1e-1)

Minimum number of hits *

Recommended for semi-quantification (250 hit)

Select your metagename *

GrapevinProject GRBVcap_S1Pool

HTS

El Mapeo de colecciones de genomas se efectud con el programa minimap 2 ( Li
H., 2018) con los genomas de referencias presentes en la Tabla 10 y el médulo de
herramienta SAMtools (Li, y otros, 2009)(ANEXO 5) para clasificar, indexar, extraer

datos y cambiar formatos.



Tabla 10

Genomas de Referencias que se utilizaron para el mapeo de metagenomas en el

programa minimap2.

Virus

Namero de

accesion

GLRaV-4(4)

GLRaV-4(6)

GLRaVv-3

GRBaV Capside

MF669483.1
FJ467503.1
NC_016416.0
NC_016417.1
JQ655295.1
AF037268.2
MH796135.1
NC_004667.1
KY498152.1
KY498153.1
KY498154.1

KY498155.1
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Nota. Secuencias obtenidas de Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (Siglas

en ingles NCBI).

Validacion de pruebas de diagndstico

Primero se realizd66 8 diluciones de ARN total con los controles positivos y tejidos

sanos desde una concentracion de 2ng/uL hasta 2x1071° ng/uL y una extraccién de

planta sana como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12
Esquema de 8 diluciones de RNA partiendo de una planta sana y una planta enferma

(control positivo) para secuenciacion HTS.

Control Positivo

Concentracion

2ng/ pL

0.02ng
0.002ng |
0.0002ng '

0.00002ng |
0.000002ng ©

0.0000002ng’ <+
9 uL

0.00000002ng *

- 0.000000002ng

Planta Sana

Concentracion

2ng/ pL

Note. Diagrama realizado por Daniela Sempértegui (2021). Los dos ARNSs ; planta sana
y enferma estuvieron en una concentracién de 2ng/uL.

Cada prueba de diagndstico se le realizé dos tratamientos en la obtencion de
ADNc-dc, la primera es con un target-specific reverse primer para cada virus y la
segunda un coctel de target-specific reverse primers. El cual tenia los target-specific
reverses de: GLRaV-3, GLRaV4-(4), GLRaV4-(6) y GRBaV.

Para interpretar los resultados se realizé el calculo de DSe, DSp y prevalencia
promedio de las siguientes ecuaciones tomando en cuenta la nomenclatura de la Figura

5. Como se muestra en la Tabla 11.
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Ecuaciones utilizadas para evaluar pruebas de diagnéstico

Variable Ecuacion
Sensibilidad de diagndstico (DSe) VP
DSe = P+ N
Especificidad de diagnéstico (DSp) DSe — VN
~ VN +FP
Prevalencia VP + FN

Aplicando teorema de Bayes
Valor Predictivo Positivo (VPP)
Aplicando teorema de Bayes

Valor Predictivo Negativo (VPN)

P=
VP + FP + FN 4+ VN

VPP — P x DSe
" PxDSe+ (1—P)x (1-DSp)
1—P) xDS
VNP ( ) p

~Px(1-DSe) + (1—P)xDSp

Nota. Ecuaciones tomadas de Principle and Methods of validation of Diagnostic Assay

for infectious Diaseases, OIE, 2019.
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Capitulo IV: Resultados
Extraccion total de ARN

Al aplicar la variacién con PVP en el protocolo de Mini Kit RNeasy Plant de
Qiagen se obtuvo ARN de 7 controles positivos y 3 plantas sanas. La concentracion
obtenida fue entre 20 y 110 ng/uL, presentando una relaciéon de absorbancia 260/280
entre 1.7 a 2.2; a través del NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), mientras que al realizar
la extraccién sin variacion con PVP se obtuvo de 2.3ng/uL a 5.53ng/pL, con mala
calidad.

Para verificar que la variacion en el buffer RTL con la adicién de PVP fue
eficiente se realiz6 una comparacion de la integridad de ARN (Figural3) en donde se
pudo observar que usando solo el buffer RTL no se obtienen las bandas
correspondientes a las bandas de las subunidades 28S y 18S, indicadores de una
extraccion pura (Figural3 A). Por otra parte, la adicion del PVP permitio identificar las
bandas de ARN ribosomal como se muestra en la figura 13B. No obstante, se observd

contaminacion con ADN gendmico



50

Figura 13
Geles de agarosa al 1%(m/v) con TAE 1X, indicador la integridad de extracciones de

ARN.

" DNA
Genoémico

GLRaV-4(4) GLRaV-4(6)

Nota. A, Gel de agarosa con Mini Kit RNeasy Plant de Qiagen; B Gel de agarosa con
Mini Kit RNeasy Plant de Qiagen y la variacién de PVP.
Estandarizacion de la sintesis de ADNc-dc

El ADNc-dc obtenido fue cuantificado por el equipo Quantus™ Fluorometer
obteniéndose concentraciones de 15 a 130 ng/pL.

Se analizaron los primers que se usaron en la transcripcion inversa del ARN en
el protocolo Target-specific high-throughput sequencing por medio del andlisis de
varianza (ANOVA) de dos vias (Tabla 12), en el cual se evalué el porcentaje de virus de
los metagenomas secuenciados. El resultado fue que no existe diferencia significativa
entre controles positivos, repeticiones y primers x controles positivos (p-valor = 0.4249,
p-valor=0.5131 y p-valor =0.9684). Sin embargo, se encontrd una diferencia elevada
entre los primers (p-valor <0.0001). Y por ello se realizé la prueba de Turkey con una

confianza del 95% para cada ARN del TRSV.



Tabla 12

51

ANOVA de dos vias para la interaccion entre controles positivos x primers, primers,

controles positivos del TRSV y réplicas [%virus] después de 72 h de corrida en MinlON-

ONT.
Fuente de ARN 1 ARN 2
DF
Variaciéon SS P-Valor SS F P-Valor
Primers X
Controlos 4 0.756 0.131 0.9684" 0.064 0.009 0.968"™
Positivos
<0.0001™

Primers 4 104.300 18.180 <0.0001™ | 172.600 26.000
Controlos

1 0.963 0.788 0.4249" 0.135 0.0957 0.424"
Positivos
Repeticiones 4 4.890 0.852 0.5131" 5.622 0.846 0.513™
Residual 16 22.960 26.560
Total 29 133.870 204.981

Nota. DF, Grados de libertad; SS, Suma de cuadrados; F, ns: no hay significancia

(0.1234); niveles de significancia: *(0.0332), **(0.0021), ***(0.0002), ****<0.0001. El

analisis estadistico se realiz6 en el Software GraphPad Prisma 9 por Daniela

Sempértegui (2021).

El promedio de los datos para los dos ARNSs del virus bipartito TRSV (ARN1y

ARN2), son significativamente diferentes al relacionar Oligo dT, Hexameros aleatorios,

Icosameros aleatorios y Poli-T con Target-specific reverse primer. El ADNc-dc que fue
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realizado con el Target-specific reverse primer obtuvo mas cantidad de lecturas del virus

(Figura 14).

Figura 14

Diagrama de cajas del TRSV con los rangos de significancia establecidos por la prueba

de Turkey para los promedios del % de virus, con la variacion a la interaccion entre los 5

tipos de primers.

A TRSV 22-56
ARN 1 TRV 22-56
dokok ook
1 1
ok KRR
| | 1
¥ *¥ * *k

% Virus ( Lecturas)
i i i

[
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O E o @ g e ?}e? 5
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Primers

TRSV 22-55
B ARN 2 = TRSV 22-56
K& kA K
1 1
Fokok koK
1 [
ok ok sk ok ek dokok
10 i1 | —|

% Virus { Lecturas)
-] -

& @ “ vl = @ ~ © &
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&\. a"? ob t‘§’\ d!b o"’b
& R <& LN

Primers.

Nota. A. Diagrama de caja de ARN 1 del TRSV con dos controles positivos; A.

Diagrama de caja de ARN 2 del TRSV con dos controles positivos. ns: no hay

significancia (0.1234); niveles de significancia: *(0.0332), **(0.0021), ***(0.0002),

***%<0.0001. Gréfico realiz6 en el Software GraphPad Prisma 9 por Daniela

Sempértegui (2021).

Controles Positivos In silico

Se obtuvieron controles positivos desde 231 bp hasta 17 864 bp como se

muestra en la Tabla 13.
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Controles positivo In silico de los virus GLRaV-4(4), GLRaV-4(6) y GRBaV

Virus

Tamafio del fragmento

Mapa

GLRaV-4(4)
Genoma completo
Numero de accesion:

FJ467503

GLRaV-4(6)
Genoma completo
NUmero de accesion:

FJ467504.1

GLRaV-3
Genoma completo
NUmero de accesion:

NC_004667.1

13 691 bp

13 772 bp

17 864 bp

‘Operatar Tae

|laczg
oromotor g,

i
promatar -

Control Positivo GLRaV-4(4)
17,786 by

|laczg
oromotar fg,.

i
Prometor iy

Control Positivo GLRaV-4(6)
17,763 by

e I
e laczy
o™ romotor fa,

promotor 5

)
#
§
8
£

Control Positivo GLRaV-3
1,875 bp
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Virus

Tamafio del fragmento

GRBaV
Genoma completo
Numero de accesion:

NC_022002

GRBaVv
Capside
NUmero de accesion:

MK955838.1

2 886 bp

576 bp

Mapa

‘oparador lac

lacz,
promotar =0

Pre
M13 ,Ef%gu’_
%

Control Positivo GRBaV
7162 bp

GRBaVv

Proteina de replicacion
Rep

Numero de accesion:

MF377525.1

231 bp

pmmulﬂrhcl B N\

lac.

Berny 9oz i O
’or P 2N

Control positivo GRBaV (Rep)
257 bp

Nota. Realizado por Daniela Sempértegui (2021) con el software SnapGene.

Controles Positivos In vitro
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La eficiencia de la transformacion promedio de las células competentes es:
9E+11CFU/ 1, 1.56+12CFV ), o 3E+12CFU/ oy 2.4E+12CFV/, | de acuerdo con el

volumen colocado en la caja Petri respectivamente 10uL, 25uL, 50uL y 100pL.

No se obtuvieron controles positivos para los virus GLRaV-4(4), GLRaV-4(6) y
GLRaV-3 porque no se logré insertar en el vector los fragmentos de interés para cada
virus (Figura 15).

Figura 15

Gel de agarosa al 2 % con producto de ADNc-cd de los virus GLRaV-4 y GLRaV-3.

0816441 0816442 081G461 DBG462

Nota. A: 1Kb, Marcador Thermo Scientific™ 1Kb, 081G441, 081G442 son ADNc-cd del
GLRaV-4(4); 081G461, 081G462 son ADNc-cd del GLRaV-4(6). B: Ladder, Marcador
Thermo Scientific™ 100bp, 1-47 2 es ADNc-cd del GLRaV-3.

Por otra parte, se lograron obtener controles positivos para GRBaV,
correspondientes a la capside y proteina de replicacion Rep del virus. Asi mismo, se
comprobd la presencia de los fragmentos del GRBaV por medio de PCR de punto final.
En donde se obtuvieron fragmentos ~231pb (Proteina Rep) y ~576pb (Capside) (Figura
16), que luego fueron secuenciados. Después estas se analizaron por blusqueda en

BLAST; en donde la primera y segunda secuencia se alinearon a capside (score de 880



56

a 725y e-valor de 0) y a la proteina de replicacion Rep (315 a 183 y e-valor de 9E-82 a
3E-43) respectivamente del GRBaV, como se observan en los ANEXOS 5y 6.
Figura 16

Gel de agarosa al 2% con producto de PCR de plasmidos con primers especificos.

100bp 1 2 3 100bp 1
> RSl ETIS —

"ap Colony2 GRBaV Rep Colonyl GRBaV Rep Colonyl
——— e e

Plasmid

Nota. Foto tomada por Daniela Sempértegui (2021).
Secuenciacion con MinlON-ONT

Se evalud el porcentaje de poros que se activan para realizar la secuenciaciéon
por corrida; en donde con Rapid PCR Barcoding Kit (SQK-RPB004) se obtuvo un 25%
(ANEXO 8), con Rapid Barcoding Sequencing (SQK-RB004) un 6% y con Direct cDNA
Native Barcoding (SQK-DCS109) con las extensiones de barcodes (EXPND104 y EXP-
BD114) un 80% (ANEXO 9).
Validacion de HTS con g-PCR y EDNA

Se aplicd HTS y EDNA a 9 muestras de Vitis vinifera enfermas con los Virus
GLRaV-4(4), GLRaV-4(6), GLRaV-3 y GRBaV. Para el GLRaV-4(4) se obtuvo una
mayor DSe (33.33%) con Target-specific reverse primer que el coctel de Target-specific
reverse primers (12.50%) y mayor DSp (100%) en el coctel de Target-specific reverse

primer que con el de Target-specific reverse primers. Con la prueba de diagnéstico
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EDNA se obtuvo menos DSe (11,11%) que HTS con el Target’specific reverse primer,
mientras con el coctel se consiguié una DSe y DSp similar. En la Tabla 14 se puede

observar los resultados.

Tabla 14

Resultados aplicando EDNA y HTS con Target-specific reverse primers y coctel de

Target-specific reverse primers en el GLRaV-4(4)

Target-specific reverse primer de GLRaV-4(4)

Test VP FP FN VN DSe DSp VPP VPN P

EDNA 1 0 8 0 11.11% 0.00% 100.00% 0.00%  100.00%
HTS 3 0 6 0 33.33% 0.00% 100.00% 0.00%  100.00%
Coctel de Target-specific reverse primers

Test VP FP FN VN DSe DSp VPP VPN P

EDNA 1 0 7 1 12.50% 100.00% 100.00% 12.50% 88.89%

HTS 1 0 7 1 12.50% 100.00% 100.00% 12.50% 88.89%
Nota. VP, Verdaderos positivos; FP, Falsos positivos; FN, Falsos Negativos; VN,

Verdaderos negativos; VPP, Valor Predictivo Positivo; VPN, Valor Predictivo Negativo;
P, Prevalencia.

Para GLRaV-4(6) las pruebas HTS y EDNA obtuvieron los mismos resultados
cuando se usoé el coctel de Target-specific reverse primers; mientras que con el Target-
specific reverse primer HTS tuvo 28.57% de DSe y su DSp fue igual al encontrado en

EDNA (Tabla 15).

Tabla 15
Resultados aplicando EDNA y HTS con Target-specific reverse primers y coctel de

Target-specific reverse primers en el GLRaV-4(6)

Target-specific reverse primer de GLRaV-4(6)

Test VP FP FN VN DSe DSp VPP VPN P
EDNA O 0 7 2 0.00% 100.00% 0.00% 22.22%  77.78%
HTS 2 0 5 2 28.57% 100.00% 100.00% 2857%  77.78%
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Coctel de Target-specific reverse primers

Test VP FP FN VN DSe DSp VPP VPN P

EDNA 1 0 7 1 12.50% 100.00% 100.00% 12.50%  88.89%
HTS 1 0 7 1 12.50% 100.00% 100.00% 12.50%  88.89%

Nota. VP, Verdaderos positivos; FP, Falsos positivos; FN, Falsos Negativos; VN,
Verdaderos negativos; VPP, Valor Predictivo Positivo; VPN, Valor Predictivo Negativo;
P, Prevalencia.

Asi mismo, al aplicar las dos pruebas de diagnéstico al GLRaV-3 en todos los

casos se calcularon DSes y DSps de 0% y 100% respectivamente (Tabla 16).

Tabla 16
Resultados aplicando EDNA y HTS con Target-specific reverse primers y coctel de

Target-specific reverse primers en el GLRaV-3

Target-specific reverse primer de GLRaV-3

Test VP FP FN VN DSe DSp VPP VPN P

EDNA 0 0 7 2 0.00% 100.00%  0.00% 22.22% 77.78%
HTS O 0 7 2 0.00% 100.00% 0.00% 22.22% 77.78%

Coctel de Target-specific reverse primer

Test VP FP FN VN DSe DSp VPP VPN P

EDNA° 0 0 8 1 0.00% 100.00%  0.00% 11.11% 88.89%
HTS 0O O 8 1 0.00 100.00% 0.00% 11.11% 88.89%

Nota. VP, Verdaderos positivos; FP, Falsos positivos; FN, Falsos Negativos; VN,
Verdaderos negativos; VPP, Valor Predictivo Positivo; VPN, Valor Predictivo Negativo;
P, Prevalencia.

Al realizar las pruebas en GRBaV (Capside) se identificé que los dos
tratamientos presentaron los mismos valores para DSe (28.57%) y DSp (100%). En el
caso del Target-specific reverse primer se tuvo una mayor DSe para HTS (100%)
comparada con lo obtenido en EDNA (33%) y la DSp de 100% con EDNA, mientras que

con HTS tiene 83.33% (Tabla 17).
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Tabla 17
Resultados aplicando EDNA y HTS con Target-specific reverse primers y coctel de

Target-specific reverse primers en el GRBaV

Target-specific reverse primer de GRBaV

Test VP FP FN VN DSe DSp VPP VPN P
EDNA 1 0 2 6 33.33% 100.00% 100.00%  75.00% 33.33%
HTS 3 1 0 5 100.00% 83.33% 75.00% 100.00% 33.33%
Coctel de Target-specific reverse primers

Test VP FP FN VN DSe DSp VPP VPN P
EDNA 2 0 5 2 28.57% 100.00% 100.00% 28.57% 77.78%
HTS 2 0 5 2 28.57% 100.00% 100.00% 28.57% 77.78%

Nota. VP, Verdaderos positivos; FP, Falsos positivos; FN, Falsos Negativos; VN,
Verdaderos negativos; VPP, Valor Predictivo Positivo; VPN, Valor Predictivo Negativo;

P, Prevalencia.
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Capitulo V: Discusion

La industria de la uva es uno de los mercados méas dinamicos y de alto
crecimiento en los ultimos afios, por lo que es importante la detecciéon de organismo que
afecten el crecimiento de la planta (Urbez-Torres, Peduto, Smith, & Gubler, 2013;
Hoeffert & Gifford, 1967). Por tal motivo es necesario desarrollar una prueba diagnéstica
para la identificacién rapida de corta duracion.

Las hojas de la uva estan compuestas quimicamente por flavonoides, flavonoles,
flavonas, flavanonas, cumarinas,estilbenos, triterpenoides, polisacarido, polifenoles,
acidos fendlicos y catequinas entre otros compuestos (Dani, et al., 2010; Kozak,
Krzanowski, & Tartanus, 2012). La presencia de estos compuestos hace que la
extraccién de RNA tenga dificultades en especial con los fenoles y acidos fendlico. Por
otra parte, los polisacaridos poseen caracteristicas fisicas y quimicas similares a los
acidos nucleicos se precipitan junto al RNA (Liu, et al., 2018). Por lo que se utiliz6 el
PVP como resina de intercambio catiénico, con el objetivo de quelar los polifenoles y
polisacéridos (MacKenzie, McLean, & Srima , 1997). Obteniendo un aumento de un
rango de concentracién de ARN total de 2.3 ng/uL al 5.53ng/uL; a un rango de 20 hasta
110 ng/uL.

Para transcripcion en inversa, clonacion, secuenciacién y otras aplicaciones
moleculares es necesario tener una alta concentracion de ARN, rango de pureza bueno
e integridad (Liu, et al., 2018; Miranda & Steward, 2017; Ma , et al., 2015; Pk Dash,
2013). El ARN total extraido tiene una pureza entre 1.7 a 2.2, dentro del ~2.0 indica que
ARN es puro sin presencia de proteinas (Thermo Fisher Scientific, 2009). Existe
integridad porgue en el gel de 1% se observo la presencia de las bandas claras 28S 'y
18S (Figura 13B), sin fendmeno de degradacion lo que sugiere que la modificacién de

MacKenzie,McLean & Srima (1997). Por lo contrario, al realizar la extraccion de ARN
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total con Mini Kit RNeasy Plant de Qiagen no se visualiza la presencia de bandas
(Figura 13A).

La estandarizacion de la obtencion de ADNc-dc se realizé con el TRSV, virus
bipartito presenta de ARN con cola de Poli-A (Swiss Institute of Bioinformatics, 2020;
Sanfacon, 2018; Zhao, et al., 2015).Con el fin de poder comparar el rendimiento del el
target-specific reverse primer con los primers utilizados en similares procesos de
obtencion de ADNc-cd.

El Protocolo Target-specific high-throughput sequencing dio una diferencia
significativa entre los diferentes primers (p-valor <0.0001) en la transcripcién inversa. El
mayor porcentaje de virus fue el target-specific reverse primer debido a que posee una
secuencia especifica del patdgeno mientras que los primers oligo dT, Hexamero,
Icosameros y Poli-T; se unen a secuencias al azar y pueden producir ADNc vacio (en
inglés empy cDNA) ( Turchinovich, Harald , Serva, & Zap, 2014).

La extraccion de ARN de tejido vegetal fresco en la mayoria de los casos se
consigue con éxito, pero hay condiciones de campo o laboratorio que a veces no
permiten una extraccion después de la recoleccion y se debe almacenar los tejidos de la
planta en -80 °C por periodos largos de tiempo (Pérez-Portela & Riesgo, 2013). Por lo
gue el tejido vegetal de los contrales positivos de GLRaV-4(4), GLRaV-4(6) y GLRaV-3
estan a -80°C desde el 2016 hasta la actualidad.

Para la conservacion del ARN se debe colocar silica gel (100:1) para mantener
una humedad relativa del 30% (Center For Plant Conservation-CPC, 2020) y se debe
considerar que se va a producir variabilidad en la concentracion de ARN. Pero la
relacion huésped-virus se tuvo es baja la cantidad de virus y alta cantidad de uva, como
se pude apreciar en la Figura 15 al no visualizarse fragmentos esperados de los

patdgenos. Se observan bandas de diferentes tamafios que pueden ser ARN
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subgenodmico del virus con fragmentos de huésped (Bar-Joseph & Mawassi, 2013) o
degradacion del genoma del virus.

El tamano de los fragmentos objetivos es de ~17Kb para GLRaV-3, ~12 a 13 Kb
para GLRaV-4, por lo que se existe dificultad en amplificarse el genoma completo,
insertarse la secuencia objetivo al vector y la célula competente no puede replicar esa
cantidad de ADNc-dc extrafio (GenScript, 2021). Los controles obtenidos del GRBaV
fueron de son ~231pb (Proteina Rep) y ~576pb (Capside) (Figura 17).

El Rapid PCR Barcoding Kit y Rapid Barcoding Sequencing tienen un rango bajo
de 25% a 6% porcentaje de poros activos. Debido a la presencia de las transposas
(enzima) que escinden los acidos nucleicos de la muestra, mientras el kit Direct cDNA
Native Barcoding (80%) liga a los barcodes a la muestra (Oxford Nanopore
Technologies, 2020).

En esta investigacion se evalué el rendimiento de dos pruebas de diagndéstico
diferentes (HTS, EDNA) y una prueba de referencia (q-PCR) para detectar GLRaV-4(4),
GLRaV-4(6), GLRaV-3 y GRBaV. Las pruebas se aplicaron en 8 diluciones de ARN y
una planta sana, esto se realiz6 para cada virus, los cuales partieron de un ARN total
huésped-virus. Para las pruebas no deben influir en los resultados DSe y DSp en los
diferentes objetivos de las pruebas (Janse, et al., 2019). Por el contrario, las pruebas de
diagndstico si se ven influenciadas dependiendo del virus y esta variante se puede
observar de acuerdo con el tamafio del patégeno.

En los resultados de validacion no se obtuvo las caracteristicas analiticas,
debido a que no se tiene el nimero adecuado de controles positivos para someter a las
pruebas de diagnéstica. Segun OIE (2019) se necesita un minimo de 15 muestras

diferentes positivas para tener una estimacion de DSe o DSp del 95% y un error del 5%



63

de DSe y DSp. La sensibilidad analitica no se puede calcular sin tomar en cuenta este
parametro.

La especificidad analitica permite diferenciar el acido nucleico o anabdlico
objetivo y te permite identificar reacciones cruzadas (OIE, 2019). Evalla selectividad
(hospedero), exclusividad (organismo mas cercano) e inclusividad (cepa diferente). En
el caso de la exclusividad en el virus GRBaV, no se pudo probar con un organismo
cercano (ejemplo: Grapevine virus A (GVA)) porque se carecia de muestras vegetales
con GVA, de igual manera no se otra cepa diferente del virus GRBaV como el GLRaV-3,
por ello no se puede probar inclusividad.

En el GLRaV-3 y GLRaV-4(6) en las dos pruebas de diagnéstico con el coctel y
el primer especifico la DSe es baja (0% a 28.57%), la prevalencia es alta (77.78% a
88.89%) y el VPN es bajo (11.11% a 28.57%), esto indica que la prueba negativa

carece de valor (Gomez & Pérez, 2008).
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Capitulo VI: Conclusiones
Se estandariz6 el protocolo de deteccion de GLRaV y GRBaV, aumentando de
una concentracién de ARN promedio de 2.3ng/uL a una concentracién promedio
de 50 ng/uL; elevando el porcentaje de virus de 5.35% en el ARN1 del TRSV y
en el ARN2 tiene 5.37%, en comparacion de: oligo dT, Hexamero, Icosameros y
Poli-T que tienen 0.1% a 4.55% en el ARN1y 0.06% a 1.78% en caso quel
ARN2 y teniendo una mayor eficiencia por porcentaje (80% en el pico mas alto)
de poros activos con Direct cDNA Native Barcoding (SQK-DCS109) con las
extensiones de barcodes (EXPND104 y EXP-BD114).

Se genero controles positivos con una eficiencia general de clonacion
9E11CFU/ug a 3E12CFU/ug, solo se obtuvo controles positivo in vitro para GRBaV

de la capside y de la proteina de replicacién Rep, con un tamafio de fragmento
de ~576bp y ~231bp, mientras con los virus GLRaV-4(4), GLRaV-4(6) y GLRaV-
3 no se logré obtener el fragmento de interés o se insertaba fragmentos del
huésped.

Los resultados de las pruebas de diagnéstico HTS y EDNA no tiene un
porcentaje alto de DSe y DSp para detectar a GLRaV-4(4), GLRaV-4(6) y
GLRaV-3 o las enfermedades GRL, mientras que la deteccién del GRBaV tiene
100% de DSe y 83% de DSp con la prueba de diagnéstico HTS y target-specific
reverse primers, lo que muestra la capacidad de detectar la enfermedad GRB.
El coctel de target-specific reverse primers disminuye a la mitad la DSe de las
pruebas de diagnéstico de HTS.

La prueba de diagnéstico EDNA y HTS en referencia del virus GLRaV-3 no
posee valor de diagnéstico ya que la suma de DSe y DSp no tiene un valor

mayor a 100%,mientras que para los virus GLRaV-4(4), GLRaV-4(6) y GRBaV



tienen una suma mayor a 100%, lo que nos indica que tiene valor de

diagnostico.
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Capitulo VII: Recomendaciones
Realizar un control interno para determinar si la extraccion de ARN influye en la
secuenciacion.
Utilizar un Basecaller y Basecoder que tenga parametros mas estrictos para
aumentar lecturas obtenidas del patégeno por cada barcode.
Realizar tres muestras para validacion: una concentrada, una sana y una
difusion intermedia para cada patégeno (GLRaV-4(4), GLRaV-4(6), GLRaV-3y
GRBaV), y estas realizarlo por triplicado.
Validar la prueba de diagnostico incrementando el nimero de controles positivos
a un minimo de 15 muestras para poder determinar especificidad y sensibilidad
analitica.
Obtener controles positivos con tejido vegetal fresco, para obtener el genoma

completo del GLRaV-4 y GLRaV-3.
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