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RESUMEN

En el Ecuador son pocos los reportes de virus en fuentes de agua y los que existen
describen virus humanos mientras que los virus fitopatdégenos, que también se
transmiten a través del agua, han sido poco estudiados. Dado que no existen métodos
de control definitivos para las enfermedades virales en plantas, mejorar la bioseguridad
agricola y la deteccién temprana de virus es la mejor manera de evitar pérdidas
economicas. Diferentes técnicas y métodos han sido empleados para el diagnostico
viral sin embargo, la secuenciacion masiva paralela es una poderosa alternativa para el
diagndstico de virus en muestras ambientales. El objetivo del proyecto fue aplicar una
tecnologia de secuenciacion masiva paralela para el descubrimiento de virus
fitopatégenos en agua de riego en un reservorio de la Granja Experimental INIAP en el
sector de Tumbaco, Pichincha. Utilizando el método de floculacién organica con leche
descremada se obtuvo un concentrado viral a partir de muestras de agua. Se extrajo
ARN de los concentrados virales y se realizd secuenciacion masiva paralela utilizando
la tecnologia Illlumina. Tras el analisis bioinformatico de datos se determiné la presencia
de 4 familias de virus fitopatdgenos: Tombusviridae, Virgaviridae, Solemoviridae y
Alphaflexiviridae de un total de 19 familias virales dentro de los dominios Duplodnaviria
y Riboviria. Ademas se realizé una comparacion de herramientas bioinformaticas para el
ensamblaje de lecturas de secuenciacién masiva donde el ensamblador metaSPAdes
mostrd los mejores resultados. Con dicha herramienta se obtuvo mas del 99% de los
genomas ensamblados de Hibiscus latent Fort Pierce virus (HLFPV) y Ryegrass mottle
virus (RGMoV).

Palabras clave:
e FITOPATOGENOS
e HLFPV
¢ RGMoV
e ENSAMBLAIJE
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ABSTRACT

In Ecuador there are few reports of viruses in water sources and those that already exist
describe human viruses while phytopathogenic viruses, which are also transmitted
through water, have been less studied. Since there are no definitive control methods for
viral diseases in plants, improving agricultural biosecurity and early virus detection is the
best way to avoid economic losses. Different techniques and methods have been used
for viral diagnosis, however, parallel massive sequencing is a powerful alternative for the
diagnosis of viruses in environmental samples. The objective of the project was to
discover phytopathogenic water-borne viruses of in an irrigation water reservoir of the
INIAP Experimental Farm in Tumbaco, Pichincha province using high throughput
sequencing (HTS). Using the organic flocculation method with skim milk, a viral
concentrate was obtained from water samples. RNA was extracted from the viral
concentrates and HTS sequencing was performed with the lllumina technology. The
sequencing and computational analysis of data showed the presence of 4 families of
phytopathogenic viruses: Tombusviridae, Virgaviridae, Solemoviridae and
Alphaflexiviridae out of a total of 19 viral families within the Duplodnaviria and Riboviria
domains. In addition, a comparison of bioinformatics tools for the assembly of massive
sequencing reads was performed, as result the assembler metaSPAdes showed the
best evaluated parameters. With this tool, the near complete genomes of Hibiscus latent

Fort Pierce virus (HLFPV) and Ryegrass mottle virus (RGMoV) were assembled.

Key words:
e PHYTOPATHOGENS
e HLFPV
¢ RGMoV

e ASSEMBLY
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Tema
Aplicacién de secuenciacion masiva paralela para el descubrimiento de virus

fitopatdgenos en agua de riego del ramal “El Pueblo” No. 12.

Formulacion del Problema

Ademas de los ya conocidos mecanismos de transmision de virus desde un
hospedero hacia otro (vectores, injertos, semillas, polen, transmisiébn mecanica y suelo),
el agua constituye una matriz estudiada por su potencial de transmision de virus (Mehle
& Ravnikar, 2012). La investigacion de virus patégenos humanos que se transmiten a
través del agua es un tema de importancia para las urbes alrededor del mundo ya que
fuentes de agua para consumo contaminadas pueden originar importantes brotes de
enfermedades virales (Hellmér et al., 2014; Nieuwenhuijse y Koopmans, 2017). En el
area de la agricultura y la horticultura, donde se emplean técnicas de irrigacion, cultivos
hidroponicos y muchas veces se reutiliza el agua, es de interés evitar el uso de fuentes
de agua contaminadas con patdgenos. Se han detectado particulas de varios géneros
de virus fitopatégenos en diferentes fuentes de agua como rios, lagos, agua de riego y
agua de mar (Butter y Koenig, 2017); y se conoce gue muchos de ellos tienen la
capacidad de persistir en el agua y mantenerse infectivos por largos periodos de
tiempo, lo que constituye un peligro potencial. No existen métodos de control definitivos
para las enfermedades virales, por lo que fuentes de agua contaminadas pueden
ocasionar pérdidas en grandes extensiones de cultivos (Mehle & Ravnikar, 2012; Mehle
et al., 2014; Jezewska et al., 2019). Mejorar la bioseguridad agricola y la deteccion

temprana de virus es la mejor manera de evitar pérdidas econémicas.

Los métodos més usados para la deteccion e identificacion de virus implican
técnicas seroldgicas y técnicas de biologia molecular con secuenciacién Sanger. Esta
tltima ha permitido establecer relaciones entre grupos, mejorando el conocimiento de la
diversidad de virus existentes, la especificidad de hospederos y el descubrimiento de
virus en nuevos hospederos y nuevas localidades. Sin embargo, las tecnologias de
secuenciacion de siguiente generacion (NGS, por sus siglas en inglés) han tenido un
fuerte impacto en la investigacion de virus. Desde hace cinco afios areas como la
epidemiologia, genética de poblaciones, interaccion hospedero-patégeno y la etiologia
han logrado avances gracias a la secuenciacién masiva y analisis bioinformatico. Este

enfoque de secuenciacion permite obtener mayor cantidad de informacién en menor
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tiempo y a costos mas bajos, identificar virus conocidos y el descubrimiento de nuevos
genotipos o incluso virus completamente nuevos, por lo que su aplicacion como método
de diagnéstico para vigilancia de enfermedades virales es de gran interés
(Adriaenssens et al., 2018; Hjelmsg et al., 2019).

El Ecuador es un pais con gran potencial en el campo de la agricultura.
Favorecido por su ubicacion geogréfica y diversidad de microclimas tiene la capacidad
de producir cultivos de importancia comercial, esto sumado al interés en seguridad
alimentaria constituyen un aspecto de importancia econémica nacional. En este sentido,
el conocimiento de los agentes fitopatdgenos que se estan transmitiendo a través del
agua de riego permitira elaborar planes de control para reducir las pérdidas registradas
en la productividad ocasionadas por virus, mejorar la calidad de los cultivos y promover
el uso de herramientas y recursos bioinforméaticos como métodos rapidos y efectivos de
diagnostico en programas de cuarentena y de certificacion de material vegetal. En
trabajo previo (Guevara, et al., 2017), se buscé detectar e identificar virus fitopatégenos
en agua de riego utilizando primers genéricos y secuenciacion Sanger obteniendo
parcialmente un virus, por lo que con esta investigacion se pretende profundizar en la
deteccion e identificacién de virus a nivel de especie en la fuente de agua de riego

analizada.

Objetivos de la Investigacién
Objetivo general
Aplicar la tecnologia de secuenciacion masiva paralela lllumina para el

descubrimiento de virus fitopatégenos en agua de riego del ramal “El Pueblo” No. 12.

Objetivos Especificos
o Detectar e identificar virus fitopatdgenos en agua de riego del ramal “El
Pueblo” No. 12 mediante secuenciacion masiva.
e Comparar herramientas bioinforméaticas para el ensamblaje de genomas de
virus.
e Describir y validar un flujo de trabajo para el andlisis de datos de

secuenciacion masiva.
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Marco Tedrico

Generalidades de los virus

Los virus no poseen todos los genes necesarios para replicarse, por lo que
dependen de la maquinaria biolégica de las células de un hospedero vivo, siendo
considerados ‘parasitos intracelulares’. Son capaces de infectar organismos de los tres
dominios: eucariotas, bacterias y arqueas (Hull, 2009; Gergerich & Dolja, 2006).

Las particulas virales (viriones) estan conformadas por dos partes principales: su
genoma (&cido nucléico) y una cubierta proteica protectora conocida como capside.
Muchos virus pueden encontrarse también envueltos por otra membrana lipoproteica
llamada envoltura (Gergerich & Dolja, 2006). Los virus se clasifican tomando en cuenta
la forma quimica de sus genomas, por lo que David Baltimore en 1971, propuso agrupar
los virus en siete clases (Cann, 2005; Kumar et al., 2016). La mayoria de virus que
infectan plantas presentan un genoma de ARN de cadena simple positiva (Agrios,

2005), que puede ser traducido directamente a proteina en los ribosomas.

De las especies de virus que se conocen actualmente, mas de 1000 son
causantes de importantes enfermedades en las plantas y son responsables de fuertes
pérdidas en la produccién y calidad de los cultivos. Algunos tienen hospederos
especificos, mientras que otros afectan a una amplia gama de especies vegetales
alrededor del mundo. Los sintomas representativos de las infecciones virales pueden
presentarse en diferentes partes de la planta (desde hojas, hasta frutos), principalmente
en forma de manchas o0 mosaicos, deformaciones, retraso en el crecimiento y, en casos

mas extremos, la muerte de la planta (Kumar et al., 2016).

El diagnostico de los virus que afectan los cultivos es una de las principales
herramientas para el manejo oportuno de enfermedades. Las practicas de control
incluyen la identificacion del agente causal, control de vectores, aplicaciones

fitosanitarias y el uso de cultivares resistentes a virus especificos (Chang, 2009).

Virus en fuentes de agua

Los virus fitopatdbgenos cominmente se detectan mediante técnicas serologicas
como ELISA (‘Enzyme-linked Immunosorbent Assay’) y métodos basados en la
amplificacién de &cidos nucléicos como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR,

por sus siglas en inglés) (Jooste et al., 2017). Actualmente, la aplicacion de
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secuenciacién masiva paralela es una poderosa alternativa para el diagndstico de virus,

especialmente para elucidar la composicion viral de una muestra ambiental.

Se ha observado la presencia de particulas virales en muestras ambientales de
suelo, aire y agua (Guerrero-Latorre et al., 2018), por lo que se dice que los virus son
los organismos de mayor distribucidn en el planeta. Varios estudios han demostrado la
presencia de virus patégenos humanos, asi como virus fitopatégenos en aguas
residuales, aguas tratadas, agua de drenaje e incluso agua de rios y lagos (Mehle &
Ravnikar, 2012; Rastrojo & Alcami, 2017; Bitter y Koenig, 2017). Recientemente, la
presencia de virus patégenos humanos en agua ha sido estudiada mediante
concentracion viral y técnicas de secuenciacion de siguiente generacion; y se ha
observado que la gran diversidad de especies detectadas a través de metagendmica
brinda informacion clave sobre la presencia de importantes agentes infecciosos en
fuentes de agua (Guerrero-Latorre et al., 2018).

Los virus fitopatdégenos se transmiten planta-planta principalmente a través de
vectores, polen, semillas, y mecanicamente al estar en contacto con plantas
previamente infectadas (Gergerich & Dolja, 2006). El agua, aunque poco estudiada,
constituye otro medio de transmision de virus fitopatdgenos. Se han detectado al menos
nueve diferentes géneros de virus fitopatdégenos en medios acuaticos: Cucumovirus,
Carmovirus, Nepovirus, Tospovirus, Necrovirus, Diathovirus, Tobamovirus, Potexvirus y
Tombusvirus, de los cuales, los tres altimos han sido los mas reportados. Ademas, se
ha reportado que estos nueve géneros de virus pueden ser transmitidos a través de
agua y suelo hacia nuevos hospederos sanos, sin necesidad de vectores. Las particulas
virales son liberadas de las raices de plantas enfermas y reabsorbidas en las particulas
del suelo para diseminarse a través del agua e ingresar por pequefias heridas en las
raices de plantas sanas (Butter y Koenig, 2017). Ejemplo de ello es el caso de cultivos
gue se mantienen en invernadero, donde el agua circula por toda el area; o en el caso

de cultivos hidropénicos (Mehle & Ravnikar, 2012; Kumar et al., 2016).

Métodos para concentrar virus

Es dificil detectar e identificar virus fuera de sus hospederos o vectores, en
matrices como el agua y el suelo, debido a la baja concentracién de particulas virales en
estos medios (Haramoto et al., 2018). Por lo que es necesario aplicar protocolos de

purificacién y/o concentracion para la remocion de otros microorganismos que no son
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de interés o particulas que pueden interferir con los métodos subsecuentes de
extraccion de acidos nucleicos (Hjelmsg et al., 2017). Existen varios métodos para la
concentracion de virus a partir de muestras de agua.

Adsorcion- elucién. Esta categoria agrupa varios métodos que se basan en la
adsorcion de las particulas virales a matrices sélidas como membranas de filtros, lana
de vidrio, tierra de diatomeas, entre otros; seguido de una elucién con un buffer hasta
un volumen menor denominado concentrado. Estos métodos muchas veces suelen ser
inconsistentes debido a las diferencias de pH de las particulas virales y del agua, lo que
lleva a una adsorcion selectiva. Ademas, los buffers usados pueden influenciar en los
procesos posteriores como extraccion de ARN o la PCR (Cashdollar & Dahling, 2006;
Millen et al., 2012).

Coagulacion / Floculacién. Este método descrito por Calgua y colaboradores
(2008) consiste en la floculacion de una matriz organica proteica (leche descremada o
skimmed milk) por reduccién del pH, a la cual se adhieren las particulas virales
mediante interacciones electrostéaticas. Seguido de la sedimentacién de los fléculos por
accion de la gravedad. Las particulas virales se sedimentan junto con la matriz y
posteriormente se eluyen con un buffer alcalino que permite separar dichas particulas
virales y procesarlas. La aplicabilidad de este método se ha demostrado en agua de
mar y agua de rio usando volimenes de agua menores a los 10 L (Calgua et al., 2013;
Haramoto et al., 2018).

Filtracién y Ultra filtracion. Para concentrar virus a partir de muestras de agua
se puede utilizar la filtracibn comuan con los llamados filtros de un solo uso,
generalmente con tamafios de poro de 0,2 a 0,45 um para retener virus y con un paso
posterior de elucién. Sin embargo, el procesamiento de grandes cantidades de muestra
en un tiempo razonable provoca la obstruccion del filtro (Cai et al., 2015).

Por otra parte, la ultrafiltracion (UF) es una variedad de filtracion a través de una
membrana semipermeable definida segun un limite de peso molecular (MWCO). Los
sélidos suspendidos y los solutos de alto peso molecular se retienen en la membrana
(retenido), mientras que el agua y los solutos de bajo peso molecular pasan a través de
la membrana en el filtrado (Liu et al., 2012; Kahler et al., 2015). Este método ademés ha
sido probado para concentrar multiples clases de microbios (virus, bacterias y
protozoos) en muestras de agua usando un solo filtro (Haramoto et al., 2018). Dentro de
este método se puede encontrar también una variante denominada Ultra filtracion de

flujo tangencial (TFF, por sus siglas en ingles). Este método consiste en la filtracion a
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través de flujos de fluido paralelos tangentes a la superficie del filtro. La recirculaciéon de
flujo cruzado permite procesar mas agua (10-1000 L) dependiendo del sistema, ya que
evita la obstruccién del filtro. El equipo de TFF puede equiparse con una membrana de
ultrafiltracion que posee una amplia gama de tamafios de poros o cortes moleculares
(Cai et al., 2015).

Concentracién con polietilenglicol (PEG). Este método consiste en una
combinacion del método de adsorcion -elucién sumada a la adicion del reactivo PEG y
posterior proceso de centrifugado de la muestra. Las particulas virales se adhieren al
PEG que les confiere peso al momento de la centrifugacién, de modo que pueden ser
recolectadas del pellet que se forma en el proceso (Hjelmsg et al., 2017).

Ultracentrifugacién. Este método es muy utilizado para concentracion de
particulas virales. Consiste en la utilizacién de altas velocidades de centrifugacion que
van entre los 100 000 a 150 000 rpm. Sin embargo la aplicacién de la ultra
centrifugacion es bastante limitada ya que provoca disrupcién de los microorganismos
por la alta velocidad de centrifugacion, no permite procesar grandes cantidades de
muestra debido a las capacidades de volumen vy, el elevado costo del equipo (Short &
Short, 2008).

Secuenciacion de alto rendimiento

La Secuenciacion masiva o de alto rendimiento (High Throughput Sequencing,
HTS) hace referencia a tecnologias modernas que tienen la capacidad de generar
cientos de millones de lecturas de secuencias por muestra durante la ejecucién de una

corrida de secuenciacion (Carrico et al., 2018).

Se pueden aplicar dos enfoques: amplificacion selectiva (targeted) y no selectiva
(shotgun); y elegir diferente tamafio de lectura, tasa de error y nimero de lecturas
(Sekse et al., 2017). El enfoque de secuenciacioén ‘targeted’ hace referencia a la
amplificacién de ARN ribosomal codificante de ADN (ADNTr), como el 16S ADNr y otros
marcadores conservados (Marchesi & Ravel, 2015). Mientras que el enfoque ‘shotgun’

distingue a la secuenciacién de genomas completos.

Las aplicaciones y plataformas existentes para HTS, también denominada
secuenciacion de siguiente generacion (Next Generation Sequencing, NGS) se pueden
clasificar en base al tipo de secuenciacion y al tamafio de lecturas obtenidas: 1)
Secuenciacion por ligacion (SBL). Este tipo de secuenciacion implica la hibridacion y

ligacion de una sonda que esta marcada con un fluoréforo y una secuencia ancla al
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ADN obijetivo. Esta sonda codifica un o dos nucle6tidos conocidos y varios nucleétidos
universales o degeneradas que se van uniendo complementariamente a un fragmento
de ADN mientras que, el ancla codifica una secuencia conocida complementaria al
adaptador, originando asi el sitio para iniciar la ligadura. Finalmente, el ADN objetivo es
visualizado y los nucleétidos conocidos de la sonda son identificadas (Goodwin,
McPherson, & McCombie, 2016). 2) Secuenciacion por sintesis (SBS). Utiliza una sefial
como un fluoréforo o un cambio en la concentracion idnica para identificar la
incorporaciéon de un nucle6tido mientras se sintetiza una nueva cadena de ADN
(Goodwin, McPherson, & McCombie, 2016).

En la mayoria de los enfoques SBL y SBS, el ADN se amplifica clonalmente en
una superficie solida. Tener miles de copias idénticas de un fragmento de ADN en un
area definida garantiza que la sefial pueda distinguirse del ruido de fondo. La eleccion
del tamafio de las lecturas en la secuenciacién depende de la aplicacién del estudio.
HTS de lecturas cortas (entre 75 a 400 nt) se utiliza para estudios de metagendémica por
su costo accesible mientras que, HTS de lecturas largas (> 400 nt), que resulta ser mas
costoso, se aplica en el analisis de elementos repetitivos largos, alteraciones en el
namero de copias y variaciones estructurales de genomas completos que resultan
dificiles de resolver con tecnologias de lectura corta. Actualmente, hay dos tipos
principales de tecnologias de lectura larga: enfoques de secuenciacién en tiempo real

de una sola molécula y enfoques sintéticos (Goodwin, McPherson, & McCombie, 2016).

Tecnologias de secuenciacién masiva

Se han desarrollado varias tecnologias (plataformas) de secuenciacion masiva
con caracteristicas especificas, sin embargo el esquema de trabajo en todas es
bastante similar. Los protocolos incluyen: extraccién de acidos nucleicos, construccion
de librerias, secuenciacion, generacion y andlisis de datos (Kukurba & Montgomery,
2015). Actualmente la tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento que prevalece
en el mercado es la secuenciacion lllumina debido a su alta fidelidad y gran cantidad de
datos con lecturas entre 100 y 300 nt. Esta tecnologia aplica secuenciacion por sintesis

con una tasa de error menor al 1% (Goodwin, McPherson, & McCombie, 2016).

La tecnologia Roche 454 fue dominante afios atras en cuanto a secuenciacion

de alto rendimiento, hasta ser eliminada en 2016. Esta tecnologia utilizaba
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secuenciacién por sintesis generando una menor cantidad de datos de lecturas largas

(700 nt) con una tasa de error mayor (Liu et al., 2012).

Lecturas de mayor tamafio, como las obtenidas con la tecnologia Pacific
Biosciences (1000-10000 nt) permiten un mejor ensamblaje de novo (desde el principio)
de secuencias gendmicas. Recientemente, esta tecnologia se ha vuelto popular para
armar genomas, ensamblaje de secuencias largas repetitivas, plasmidos y
bacteriofagos. Sin embargo la tasa de error de esta tecnologia es mayor (~15%)
(Rhoads & Au, 2015).

La mas reciente de Oxford Nanopore, MinlON, presenta un gran potencial
competitivo ya que puede proporcionar lecturas largas en tiempo real y el equipo que
ofertan es de menor costo que los secuenciadores de otras tecnologias (Goodwin et al.,
2015).

En general, se dice que las tecnologias de lecturas cortas proveen una cobertura
de secuenciacion significativamente mayor que aquellas tecnologias de lecturas largas,

a menor costo por base (Sekse et al., 2017).

Aplicaciones de Secuenciacién masiva (HTS)

Cada vez mas la disminucién de los costos de secuenciacién ha provocado una
mayor accesibilidad a los mismos, permitiendo a los investigadores desarrollar un
amplio catalogo de aplicaciones para la secuenciacién masiva paralela. La
secuenciacion de siguiente generacion es utilizada para determinar de novo las
secuencias del genoma de un organismo. En este contexto se han obtenido los
genomas completos de varias especias a la vez que se ha podido re-secuenciar
genomas como el Humano, comparando los datos obtenidos con genomas de
referencia, pudiendo identificar asi nuevas variantes. Desde entonces, los diferentes
proyectos de secuenciacion del genoma han revelado que los individuos suelen
albergar 3.5-4 millones de variantes de nucle6tidos individuales (SNV) en total y varios
cientos de miles de inserciones-deleciones de nucledtidos cortas en relacion con el

genoma de referencia (Reuter, Spacek, & Snyder, 2015).

Otra de las areas de mayor impacto de la secuenciacion masiva es el mapeo de
elementos reguladores del ADN de todo el genoma. La primera de estas tecnologias fue

ChIP-Seq en la que el ADN asociado con un factor de transcripcion (TF) o con otro
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elemento modificador de la cromatina se inmunoselecciona para luego secuenciar
usando HTS. La aplicacion a gran escala de estos métodos ha proporcionado una gran
cantidad de informacion invaluable sobre las redes de union de factores de
transcripcién, mapas epigenéticos y anotaciones de transcripcion (Reuter, Spacek, &
Snyder, 2015).

El estudio de los diversos roles celulares del ARN ha mejorado enormemente
con el advenimiento de la secuenciacion de alto rendimiento. El RNA-seq
(secuenciacion de ARN) se ha utilizado para caracterizar profundamente los
transcriptomas, proporcionando mediciones precisas y completas para la abundancia de
mensajes, uso de isoformas, edicion de ARN y expresion especifica de alelos (Reuter,
Spacek, & Snyder, 2015).

Finalmente, los avances en HTS han permitido una extensa catalogacion de
muestras metagendmicas, proporcionando informacién sobre la diversidad de especies
microbianas de una amplia variedad de fuentes, incluidos el océano, el suelo y el cuerpo

humano.

Metagendmica de virus (viroma)
El término 'metagenomics’, metagendmica en espafiol, es usado cuando se
habla del andlisis de todos los genomas presentes en una muestra usando

secuenciacion masiva (Nieuwenhuijse & Koopmans, 2017).

Dado que los virus carecen de motivos universalmente conservados, la
metagendmica viral hace referencia a la recuperacién y analisis de los genomas
completos y parciales de todos los virus presentes en una muestra. Los protocolos de
analisis de metagendmica de virus implican procedimientos para remover células
bacterianas y del hospedero, tratamientos para remover acidos nucleicos libres
mediante nucleasas, amplificacion con cebadores (primers) aleatorios utilizando
Transcripcion inversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR), y finalmente
secuenciacion masiva paralela (Nieuwenhuijse & Koopmans, 2017). El desarrollo de las
técnicas de NGS, especialmente su reduccion de costos en los Ultimos afios, ha
revolucionado la metagendmica, permitiendo la secuenciacién de material genético de
comunidades microbianas completas sin las restricciones de las técnicas de cultivo y la

limitacion del andlisis de marcadores genéticos (Rastrojo & Alcami, 2017).
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La metagendmica viral presenta un gran potencial dentro de programas de
vigilancia de virus en la cadena alimentaria gracias al amplio rango de deteccion,
sensibilidad e informacion detallada que puede proveer de los virus detectados. Sin
embargo, existen varios inconvenientes para la metagendémica, entre ellos el andlisis de
datos (bioinformatica), la composicion de la microbiota de la muestra y la falta de
secuencias de referencia en las bases de datos publicas, lo que requiere flujos de
trabajo bioinformaticos (‘pipelines’) complejos y muchas veces especificos para el tipo
de datos (Sekse et al., 2017).

Ensamblaje de genomas a partir de datos de secuenciacién masiva

Previa clasificacion o asignacion taxonémica, es necesario ensamblar las
lecturas cortas en secuencias continuas (contigs) de una longitud de nucleétidos mayor
y generar secuencias consenso al alinear dichos contigs. Esto permite reducir el error
de las lecturas individuales y también la cantidad de datos. El ensamblaje de genomas
se puede realizar de dos formas: 1) en base al mapeo de lecturas frente a un genoma
de referencia o 2) el llamado ensamblaje de novo, que consiste en unir las lecturas en
base a solapamientos, frecuencia o lecturas de dos sentidos (Paired-end, PE). Dado
gue para muchos virus no existen secuencias de referencia completas y curadas, el
ensamblaje de novo es la mejor opcién en analisis de virus (Nooji et al., 2018). Ademas,
el ensamblaje de novo de metagenomas facilita el descubrimiento y reconstruccion de
genomas nuevos gracias a una prediccion de genes mas confiable (van der Walt et al.,
2017).

En la evaluacién de la calidad del ensamblaje se toman en cuenta varios
parametros, ente ellos, el valor N50 que corresponde al tamafio del contig mas pequefio
tal que el 50% del genoma esta contenido en contigs de tamafio N50 o mayor. Por otro
lado, el valor L50 hace referencia al nimero de contigs que son mas largos o iguales a
la longitud N50 y, por lo tanto, incluyen la mitad de los nucledtidos del genoma o
conjunto de datos. Una buena calidad de ensamblaje permite una correcta
determinacion de la composicién de una comunidad microbiana, la comparacion entre
comunidades de diversos entornos, la extraccion de genomas completos a partir de
metagenomas y el aislamiento informado de microorganismos. Cada pregunta de

investigacion requiere enfatizar caracteristicas especificas del metagenoma. Si el
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objetivo son genomas entonces se requieren contigs largos, mientras que si se evallan

genes, los contigs deben ser de alta calidad y confianza (van der Walt et al., 2017).

Hipotesis
El agua de riego del ramal “El Pueblo” No. 12. contiene virus fitopatégenos,
convirtiéndolo en una fuente potencial para la transmision de particulas virales hacia

cultivos de importancia econémica.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio

El trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de la
carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas -
ESPE, que se encuentra ubicado en la Av. General Rumifiahui S/N y Sector La Colina
(coordenadas: 0°18'53"Sur 78°26'36"Oeste).

La obtencién de las muestras se realiz6 en el reservorio de agua de riego de la
Granja Experimental Tumbaco del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), ubicado en la Av. Interoceénica km 15 y Eloy Alfaro, sector Tumbaco
(coordenadas: 00°12'56”Sur 78°24’44” Oeste), Provincia de Pichincha. Este reservorio
es alimentado con agua proveniente del ramal “El Pueblo” No. 12 del Sistema de Riego
Tumbaco. Desde este reservorio se distribuye agua a todos los cultivos de frutales que
se mantienen en dicho lugar, representando una fuente potencial de transmision de
virus fitopatégenos, mas aln con el antecedente de que varios cultivos de la Granja

Tumbaco (INIAP) han presentado sintomas de virosis en los Gltimos 4 afios.

Duracion de la investigacién
La investigacion inici6 el 10 de mayo del 2020 y finalizé el 10 de diciembre del
2020.

Procedimientos

Toma de muestras

Se realizaron 2 recolecciones de muestras de agua de riego en el mismo sitio y
se tomaron 3 muestras de 10 L cada una utilizando contenedores plasticos estériles.
Las 6 muestras fueron tomadas desde la parte central del reservorio a una profundidad
aproximada de 20 cm. Con el fin de eliminar residuos vegetales, las muestras fueron
filtradas previamente utilizando un filtro casero de 50um conectado a una bomba de
agua periférica de 0,6 HP. Las muestras fueron procesadas en un periodo minimo de 3

horas posteriores a la recoleccion para evitar degradacion de los acidos nucléicos.
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Concentracion viral

Siguiendo la metodologia descrita por Calgua et al. (2008), se concentraron las
particulas virales mediante floculacion organica con leche descremada. Utilizando un pH
metro portatil marca Horiba modelo PH210K, se ajusto el pH de cada muestra hasta el
valor de 3,5. Posteriormente, a cada muestra (10 L) se agregaron 100 mL de una
solucién 1% (w/v) de leche descremada (Difco™) preparada en agua de mar artificial
(33,33 g de sal marina por litro de agua destilada) a pH de 3,5. Las muestras fueron
agitadas por 8 h a temperatura ambiente en una plancha agitadora Cimarec (Thermo
Scientific™), seguido de un periodo de decantacién de los sedimentos de 8 h
adicionales. Se removi6 el sobrenadante y se recolecté el sedimento en tubos plasticos
estériles. El sedimento recolectado fue sometido a centrifugacion a 4000 rpm por 90 min
a 4°C en una centrifuga refrigerada marca Eppendorf modelo 5810r. El pellet fue
resuspendido en buffer fosfato 0,2 M (1:2 v/iv de Na2HPO4 y NaH2PO4 marca Himedia)
a pH 7,5, hasta alcanzar un volumen final de 10 mL. Se almaceno el concentrado viral
en un ultra congelador FORMA 7000 marca Thermo Scientific™ a -80°C hasta su

posterior uso.

Extraccion de ARN

Se obtuvo ARN total a partir de 600uL de concentrado viral y 50 mg de tejido de
hojas de Cucarda (Hibiscus rosa-sinensis L.) utilizando el kit comercial SV Total RNA
Isolation System (Promega Corporation) segun las instrucciones del fabricante. Una vez

extraido el ARN total, se almacendé a -80°C para uso a largo plazo.

Todo el proceso de extraccion se llevé a cabo en frio y se utiliz6 RNaseZap
(Ambion The RNA Company, USA), inhibidor de RNasas sobre las superficies y equipos
para evitar la degradacion del ARN.

Transcripcion inversay Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Como un punto de control en el proceso, se sintetiz6 ADN complementario
(ADNCc) a partir del ARN previamente extraido, utilizando el kit comercial GoScriptTM
Reverse Transcription System (Promega Corporation), segun instrucciones del
fabricante. Adicionalmente, a calidad y cantidad del ARN extraido se obtuvo usando los
ratios A260/A280 y A260/A230 mediante un espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific).
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Se amplifico el ADNc mediante PCR convencional, usando primers genéricos
disefiados por Ochoa Corona, Fletcher, & Olson (2014), para amplificar la ARN
polimerasa dependiente de ARN de virus de los géneros: Potexvirus (forward 5’-
GAYGGIGCIATGCTICAITT-3' y reverse- 5 TCIGTRTTIGCRTCRAAIGT-3") y
Tombusvirus (forward 5’-TGGATATTIATGGTTGCIGGTT-3’ y reverse 5'-
GTAGGTTGTGGAGTGCGAG-3’). Los dos juegos de primers fueron también utilizados
por Guevara (2017) para la deteccion de virus fitopatégenos en plantas de babaco y
agua de riego. La RT-PCR se realizé con la finalidad de observar la presencia de ARN

viral en las extracciones previo a su envio para secuenciacion.

La reaccion de PCR se ensamblé utilizando 1X Go Tag Green Master Mix
(Invitrogen), 0,6 uM de cada primer (Forward y Reverse), 1,5 mM MgCl. (Promega) y
entre 400 a 600 ng/pL de ADNc. La amplificacion se realizo en el termociclador ProFlex
PCR System (Aplied Biosystems) aplicando un ciclo de 95°C por 3 min, seguido de 35
ciclos de 95°C por 30 s, hibridacion de 47 y 50°C por 30 s para Potexvirus y
Tombusvirus, respectivamente; y 72°C por 1 min. Finalmente un ciclo de extensién de
72°C por 2 min. Se realiz6 la electroforesis de 5 pL de producto de PCR en un gel de
agarosa al 2% (w/v) por 40 min a 90 V. El gel fue tefido con Bromuro de Etidio

(AMRESCO) y visualizado en un transiluminador de luz UV.

Secuenciacion masiva

El ARN total extraido de las 6 muestras fue precipitado utilizando 0,1 volimenes
de acetato de sodio 3M a pH= 5.5y 2 volimenes de etanol absoluto y enviado a la
compafiia ©Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur) para el servicio de secuenciacion
masiva. La empresa realiz6 el control de calidad y enriquecimiento de las muestras
(ribosomal RNA depletion) para eliminar ARN ribosomal bacteriano contaminante
utilizando el kit Ribo-Zero rRNA Removal Kit (Bacteria). Se prepararon librerias de
secuenciacion usando el kit TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 (lllumina, Inc., USA). La
secuenciacion masiva se realiz6 mediante la tecnologia de secuenciacion por sintesis
(SBS, por sus siglas en inglés) en la plataforma NovaSeq 6000 de lllumina mediante

secuenciacion de extremo pareado (paired-end, PE) con lecturas de 101 nt de longitud.
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Analisis bioinformatico
El analisis de los datos se realiz6 en el clister de la Universidad de las Fuerzas
Armadas-ESPE. El pipeline o flujo de trabajo (Figura 1) consistid, en su mayoria, en la

ejecucion de programas de codigo abierto, como se indica a continuacion:

1) Control de calidad y pre-procesamiento. Mediante el programa FastQC se
analizé la calidad de las secuencias crudas para evaluar el proceso de secuenciacion.
Utilizando el programa Trimmomatic-0.39 se removieron los adaptadores, se eliminaron
lecturas cortas y con un indice de calidad (Phred Quality) menor a 20. Adicionalmente
se eliminaron secuencias duplicadas (deduplicacion) utilizando el programa BBMap
38.86

2) Ensamblaje de novo. Se utilizaron tres diferentes herramientas de
ensamblaje: Velvet v1.2.10, metaSPAdes v.3.14.1 y Megahit v. 1.0.6. Los programas
metaSPAdes y Megahit realizan un analisis iterativo del tamafio de k-mer para encontrar
el valor 6ptimo, por lo que se utilizaron k-mers de 21, 33 y 55 para metaSPAdes y 21,

33, 45 y 57 para Megahit. Para el ensamblador Velvet se utilizé un k-mer de tamafio 55.

3) Mapeo o busgueda de homdlogos. Se realizd un andlisis de similitud de los
contigs ensamblados con genomas virales de referencia depositados en la base de
datos RefSeq del NCBI (National Center for Biotechnology Information), mediante el

programa Blast-2.10.1+ y comparacién con un porcentaje de identidad del 95%.

4) Ensamblaje de genomas completos. Al encontrar genomas parcialmente
ensamblados utilizando las herramientas antes mencionadas, se procedi6 a buscar y
ensamblar las lecturas faltantes de dichos genomas. Con ayuda de los programas
Bowtie2-2.4.1 (programa de codigo abierto) y Geneious 2020.2.2 (programa que
requiere licencia), se realiz6 el ensamblaje de lecturas usando como referencia
genomas completos curados y revisados disponibles en la base de datos RefSeq del
NCBI. El programa Geneious 2020.2.2 también fue utilizado para realizar la anotacion
de genomas y posterior envio de las secuencias para su registro dentro de la base de
datos GenBank del NCBI.
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Figura 1

Diagrama de flujo del analisis bioinformético a partir de datos de secuenciacion masiva.
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Nota: Los circulos amarillos denotan las herramientas de ensamblaje que dividen el
proceso en tres flujos de trabajo diferentes a ser comparados.

Comparacion de herramientas

Se aplicé el flujo de trabajo (Figura 1) variando el parametro MINLEN del
programa Trimmomatic. La opcion MINLEN hace referencia a la longitud minima que
deben tener las lecturas para ser utilizadas en andlisis posteriores. Durante el pre-
procesamiento con Trimmomatic las lecturas menores al valor especificado en MINLEN,
seran eliminadas. Por una parte se utilizé el valor predeterminado (lecturas <50 nt) y el
valor definido de eliminacion de lecturas con una longitud <30 nt.

Adicionalmente, se probo el flujo de trabajo con los tres diferentes
ensambladores antes mencionados: Velvet, metaSPAdes y Megabhit. Utilizando el
software MetaQuast se realiz6 la comparacion entre ensambladores con base en el
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namero de contigs obtenidos, los parametros estadisticos N50 y L50, y el porcentaje de

alineamiento con secuencias de referencia (%GA).

Para evaluar el porcentaje de alineamiento se utilizaron como referencia 7
genomas de virus fitopatégenos presentes en la muestra experimental: Hibiscus
chlorotic ringspot virus (HCRSV), Hibiscus latent Fort Pierce virus (HLFPV), Pepper mild
mottle virus (PMMoV), Ryegrass mottle virus (RGMoV), Tobacco mosaic virus (TMV),
Tomato bushy stunt virus (TBSV) y Tomato mosaic virus (ToMV). Adicionalmente, como
replicas, se utilizaron lecturas de lllumina generadas in silico mediante el programa
InSilicoSeq version 3, a partir de los 7 genomas previamente mencionados. El analisis
estadistico se realizé usando el software SAS® Studio. La prueba de normalidad
Shapiro-Wilk fue aplicada para determinar la distribucién normal de los residuos. Dado
que las muestras no presentaron una distribucién normal se aplico la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis con un nivel de confianza del 95%. Se realiz6 una
comparacion multiple de los tratamientos mediante el procedimiento Dwass, Steel,
Critchlow-Fligner (DSCF) para determinar la mejor combinacién MINLEN-Ensamblador.
Segun el parametro de secuencias a ser eliminadas y el ensamblador, se obtuvieron

las combinaciones presentadas en la Tabla 1.

Tabla 1

Combinaciones de herramientas bioinformaticas evaluadas para analisis de datos de

metagendmica de virus.

Tratamientos (Combinacion MINLEN-Ensamblador) Caodigo*

Trimmomatic con pardmetro MINLEN<50 + Ensamblador Velvet. TDFV

Trimmomatic con pardmetro MINLEN<50 + Ensamblador
metaSPAdes.

TDFSmeta

Trimmomatic con pardmetro MINLEN<50 + Ensamblador MEGAHIT TDFM

Trimmomatic con pardmetro MINLEN<30 + Ensamblador Velvet. TUSV
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Tratamientos (Combinacion MINLEN-Ensamblador) Cédigo*

Trimmomatic con pardmetro MINLEN<30+ Ensamblador
metaSPAdes.

TUSSmeta

Trimmomatic con pardmetro MINLEN<30+ Ensamblador MEGAHIT. TUSM

Nota: *TDF=Trimmomatic default; TUS=Trimmomatic user

Validacion del pipeline

Se validé el pipeline usando datos generados in silico mediante el programa
InSilicoSeq versién 3. Se generaron 6 millones de lecturas Illlumina simuladas a partir de
genomas completos de 7 virus fitopatégenos identificados previamente en la muestra

experimental.

Identificacion de Hibiscus latent Fort Pierce virus (HLFPV) en agua de riego y
plantas de Cucarda (Hibiscus rosa-sinensis L.).

Se amplific6 el ADNc utilizando primers especificos previamente reportados por
Kamenova and Adkins (2004) y disefiados para la capside de HLFPV: primer forward 5’-
GACACAGAGAAATCTGGGGCAG-3' y primer reverse 5'-
TTAGTTAGCAGGAGCGGTCCA-3'. Se utilizaron 1X Go Taq Green Master Mix
(Invitrogen), 0,6 UM de cada uno de los primers (Forward y Reverse) y entre 400 a 600
ng/uL de ADNCc para la reaccion de PCR. La amplificacion se realizo en el termociclador
ProFlex PCR System (Aplied Biosystems) aplicando un ciclo de 94°C por 5 min, seguido
de 30 ciclos de 94°C por 1 min, hibridacion a 59°C por 1 min'y 72°C por 1:30 min.
Finalmente un ciclo de extension de 72°C por 10 min. La electroforesis de 5 pL de
producto de PCR se realiz6 en un gel de agarosa al 2% (w/v) por 40 min a 90 V. El gel
fue teflido con Bromuro de Etidio (AMRESCO) y visualizado en un transiluminador de
luz UV. Uno de los amplicones fue enviado a secuenciacion Sanger en la empresa
©Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur). La limpieza y ensamblaje se realizé utilizando el
programa Geneious 2020.2.2 y la comparacién de secuencia en la base de datos
GenBank del NCBI mediante la herramienta online BLASTn del NCBI.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

Lugar de muestreo

Se observé que las condiciones del reservorio (Figura 2A) variaron entre cada
toma de muestras, donde la temperatura oscil6 entre los 18 a 24°C y el pH del agua
entre 9 y 10. Ademas se observé la presencia de un cerco de plantas de Cucarda

(Hibiscus rosa-sinensis L.) en dos extremos del reservorio (Figura 2B).

Figura 2

Zona de toma de muestras en la Granja Experimental INIAP Tumbaco.

Entrada de agua desde el sistema de riego Tumbaco. B) Reservorio de agua

Nota: A)
de riego. Las flechas sefala la presencia de plantas de Cucarda en la perfiferia del
reservorio.

Las plantas de Cucarda observadas en el cerco presentaban sintomas de virosis
como mosaico (Figura 3B) y ampollamiento (Figura 3C), por lo que fueron recolectadas

y almacenadas a -80°C con silica gel para analisis posteriores.
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Figura 3

Hojas de Cucarda.

Nota: A) hojas sanas-control. B) Hojas con sintoma de mosaico. C) Hojas con sintoma
de ampollamiento.

Concentracion viral
El método para concentracion de particulas virales mediante floculacién organica
permitié la obtencién de aproximadamente 500 mL de sedimento a partir del cual se

realizé la extraccion de ARN total (Figura 4).

Figura 4

Concentracion viral con el método de floculacion organica.

o I

o .'“;.-—--:mﬁ
_ = R

Nota: A) Muestras en agitacion. B) Fl6culo formado después de decantacion.
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Amplificacion de muestras mediante PCR convencional

Se evalu6 mediante PCR la presencia de particulas virales utilizando ADNc
sintetizado a partir de las muestras de ARN total, previo a su envio para secuenciacion
masiva. Cinco de las seis muestras tomadas resultaron positivas para virus del género
Tombusvirus con un amplicén de 143 nt (Figura 5), que coincide con el tamafio
esperado descrito por Ochoa-Corona, Fletcher, & Olson (2014). Ninguna muestra

amplifico para virus del género Potexvirus.

Figura 5

Electroforesis de los productos de PCR.

M R1 R2 R3 R4 R5 C(-) C(+)

500 pb

250 pb
143 pb

Nota: gel de agarosa al 2% donde se visualizan los productos de PCR de muestras de
agua amplificados con primers para Tombusvirus. Pocillo 1: marcador de peso
molecular, Pocillo 2 a 6: muestras de agua, Pocillo 7: control negativo y Pocillo 8: control
positivo.

Secuenciacion masivay analisis bioinformatico

Las muestras en las que se evidenci6 la presencia de particulas virales fueron
enviadas para secuenciacion en la plataforma Illlumina segun descripcion previa en la
seccion de Materiales y Métodos. Se obtuvieron archivos en formato .fastq.gz
conteniendo las secuencias crudas con un total de 63,909,998 lecturas, un %GC de
50.3, %AT de 49.7 y una calidad Q20 de 98.21%.
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Todas las herramientas descritas fueron utilizadas con pardmetros
predeterminados por cada software con excepcién de la remocion de secuencias cortas
y los ensambladores. El control de calidad (Figura 6) mostré una calidad (Phred Score)

promedio de las lecturas de 36.

Figura 6

Gréfico de puntaje de calidad de las secuencias crudas.

Quality score distribution over sll sequences

Average Quality per read
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Mean Sequence Quality (Phred Score)

Nota: Gréfico generado utilizando la herramienta FastQC.

Comparacion de pre-procesamiento y ensambladores

Se evalug el efecto de la depuracién de lecturas cortas menores a 30 y 50 nt en
el ensamblaje final de genomas virales. En la Tabla 2 se observa el nimero de lecturas
después del proceso de depuracion con la herramienta Trimmomatic en las muestras
experimental y simulada. Logicamente se observa que al aplicar el pardmetro
establecido por el programa (MINLEN) < 50 nt el nimero de lecturas es menor en
comparacion con la segunda corrida aplicando un pardmetro de longitud minima de 30

nucleétidos.



Tabla 2
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Numero de lecturas obtenidas después del pre-procesamiento aplicando dos tamafios

de longitud para eliminar secuencias cortas (parametro MINLEN en el programa

Trimmomatic).

Muestra experimental

Muestra simulada

MINLEN MINLEN MINLEN MINLEN
<50 nt <30 nt <50 nt <30 nt
Lecturas
crudas 63,909,998 7,999,994
Lecturas del
tamafio 61,379,186 62,223,328 7,753,538 7,814,708
especificado
Lecturas
después de 32,743,168 33,570,524 7,753,536 7,814,706

deduplicacién

Después del filtrado y remocién de lecturas de mala calidad y lecturas cortas se

realizo el ensamblaje con los diferentes programas donde metaSPAdes mostr6 el mayor

namero de contigs generados (Tabla 3) para la muestra experimental utilizando los dos

valores de MINLEN (50 y 30 nt). Por el contrario Velvet presentd el menor nimero de

contigs ensamblados con los dos valores de MINLEN. Se evidencié que metaSPAdes y

Megabhit recuperaron los 7 genomas simulados en un solo contig largo cada uno,

mientras que Velvet generd un gran nimero de contigs de menor tamafio en la muestra

simulada.



Tabla 3

NUmero de contigs totales (>=1000 nt) obtenidos con cada ensamblador y parametro

MINLEN.
o) Muestra experimental Muestra simulada
8
g MINLEN MINLEN MINLEN MINLEN
]
2 <50 nt <30 nt <50 nt <30 nt
L
Velvet 2,594 2,667 39,433 39,643
metaSPAdes 10,592 10,689 7 7
MEGAHIT 9,059 9,163 7 7
Tabla 4

Parametro N50 estimado para el ensamblaje con cada programa utilizado.

5 Muestra experimental Muestra simulada

©

c

-g MINLEN MINLEN MINLEN MINLEN

g <50 nt <30 nt <50 nt <30 nt

L

Velvet 293 299 109 109

metaSPAdes 374 374 6356 6356

MEGAHIT 495 495 6303 6303

37




38

El ensamblador que mostré el parAmetro N50 mas alto fue Megahit en los dos
valores probados para MINLEN (Tabla 4). Por otro lado el ensamblador Velvet mostré el
valor mas bajo en dicho parametro. En el caso del parametro L50 se pudo observar que
metaSPAdes y Velvet presentaron los valores mas altos y bajos, respectivamente, para

los dos valores de MINLEN, segun los resultados de MetaQuast (Tabla 5).

Tabla 5

Pardmetro L50 estimado para el ensamblaje con cada programa utilizado.

5 Muestra experimental Muestra simulada

8

g MINLEN MINLEN MINLEN MINLEN

]

2 <50 nt <30 nt <50 nt <30 nt

L

Velvet 34,391 33,861 19,300 19,401
metaSPAdes 70,540 70,878 4 4
MEGAHIT 36,092 36,444 4 4

El analisis estadistico mostrd diferencia significativa entre las combinaciones
MINLEN-ensamblador analizadas (valores de p < 0.05) en cuanto al nUmero de contigs
ensamblados (p <0.0001), parametro N50 (p <0.0001) y parametro L50 (p <0.0001). Sin
embargo, el porcentaje de genoma alineado no mostro diferencia significativa entre
tratamientos (p= 0.2372). Las comparaciones multiples mostraron que los
ensambladores metaSPAdes y Megabhit difieren del ensamblador Velvet (p< 0.05) pero
son similares entre ellos para todas las variables de respuesta analizadas (Figura 7). De
igual manera no se observaron diferencias entre aquellas combinaciones que incluyeron
MINLEN establecido por el usuario o el parametro con valor predefinido, solamente

diferencia entre tipo de ensamblador.
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Nota: grafico generado utilizando los datos del ensamblaje de 7 genomas de virus
fitopatdgenos y 6 combinaciones MINLEN-Ensamblador. A) parametro N50. B)

parametro L50. C) NUmero de contigs ensamblados y D) porcentaje de genoma
alineado.

En la Figura 8 se muestran los resultados de la busqueda de homélogos en la
base de datos de virus de los contigs ensamblados por el software metaSPAdes. En la
asignacion taxonémica se observé que el 60% de datos se encuentran asignados
dentro del dominio Duplodnaviria (virus de ADN) y el 36% dentro del dominio Riboviria
(virus de ARN); la proporcion restante lo componen secuencias identificadas como
satélites (1%), Virtovirus (1%), Varidnaviria (1%), Baculoviridae (0.7%) y virus no
clasificados (0.3%).
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https://es.wikipedia.org/wiki/Duplodnaviria

Figura 8
Visualizacion de la busqueda de homoélogos utilizando el software KronaTools
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Varidnaviria 1% .

Satellites 1% .

Baculoviridae 0.7% .

unclassified viruses 0.3% .
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Dentro del conjunto de contigs ensamblados se encontraron cuatro familias de
virus fitopatdgenos (Figura 9) de un total de 19 familias virales. Sin embargo se observo
gue el ensamblador Velvet, independientemente del pardmetro MINLEN, no ensamblé
contigs de un tamafo adecuado para ser identificados dentro de la familia

Alphaflexiviridae.

Figura 9

Numero de contigs virales ensamblados.

40-
-

TOFM TDFSmeta TDFRY TUSKM TUSSmeta TUSY
Combinacion MINLEM-Ensamblador

Nota: ensamblajes correspondientes a familias de virus fitopatdgenos segun las
combinaciones MINLEN-Ensamblador probadas dentro del flujo de trabajo.

g
)
1

Familia
. Alphaflexiviridae

. Solemaoviridae

. Tombusviridae

. Virgaviridae

MNumero de contigs virales ensamblados

Al comparar los ensambladores utilizando las secuencias completas de siete
genomas de referencia (Figura 10), se observé que los tres ensambladores probados
lograron ensamblar mas del 90% del genoma de Hibiscus latent Fort Pierce virus
(HLFPV) y Ryegrass mottle virus (RGMoV). Sin embargo, de todos los genomas de
referencia usados, Velvet s6lo ensambl6 cuatro de ellos.
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Figura 10

Porcentaje del genoma alineado con secuencias de referencia.
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Nota: alineamiento con genomas de referencia de Hibiscus chlorotic ringspot virus
(HCRSV), Hibiscus latent Fort Pierce virus (HLFPV), Pepper mild mottle virus (PMMoV),
Ryegrass mottle virus (RGMoV), Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato bushy stunt virus
(TBSV) y Tomato mosaic virus (ToMV), usando los contigs ensamblados con Megabhit,
metaSPAdes y Velvet.

Ensamblaje y anotacion de Genomas

A partir de los datos obtenidos en el ensamblaje y comparacion de
ensambladores, se buscé el genoma completo de los virus mencionados en la Figura 9.
El ensamblador metaSPAdes dio como resultado un contig de 6,313 nt identificado
como HLFPV. Utilizando la herramienta Bowtie2-2.4.1 se mapearon las lecturas crudas
frente al genoma de referencia (No. accesion NC_025381.1), que tiene una longitud de
6,431 nt. Se obtuvieron 22,914 lecturas concordantes con una cobertura de 362x que
posteriormente fueron ensambladas de novo utilizando el software Geneious 2020.2.2.
El ensamblado final con una longitud de 6,393 nt mostré un 99% de identidad por pares
con las secuencias disponibles en la base de datos del NCBI, indicando que el 99.41%
del genoma de HLFPV fue ensamblado. La organizacion del genoma ensamblado
(Figura 11) coincide con la estructura tipica reportada para virus de ARN del género
Tobamovirus (Gao et al., 2016): una region no traducida 5-UTR de 37 nucleétidos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_025381.1/
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(nt),11 nt menos que la region 5"UTR del genoma de referencia; y un regiéon no
traducida 3'-UTR de 131 nt incluyendo una cola de adeninas (Poly A) de 59 nt, que es
27 nt mas pequefia que la region 3’"UTR del genoma de referencia; y 4 marcos abiertos
de lectura (ORFs, por sus siglas en ingles) que codifican la polimerasa, la replicasa, la
proteina de movimiento (MP) y la capside (CP) del virus. La secuencia obtenida de
HLFPV fue depositada en la base de datos GenBank del NCBI con el nimero de
accesion MT942636.

Figura 11

Estructura del genoma de HLFPV.

38 nt 3,454 nt
—

5" UTR < 187 kDa Polimerasa 4|' 31 kDa MP 18 kDa P | 3" UTR

<+——128 kDa Replicasa —p

Poly (A)

Nota: Los cuadros representan las regiones codificantes de la polimerasa, replicasa,

proteina de movimiento (MP) y la capside (CP) y los nimeros las posiciones de inicio y
fin de dichas regiones. Las lineas horizontales representan las regiones no traducidas 5'
y 3-UTR y el cuadro negro representa la cadena interna de Poly(A) en la region 3-UTR.

Por otra parte, el ensamblador metaSPAdes dio como resultado un Unico contig
de 4,247 nt de longitud que se identific6 como Ryegrass mottle virus (RGMoV) con un
95% de identidad tras la busqueda de homdlogos con Blast-2.10.1+. El mapeo de las
lecturas correspondientes a RGMoV con el genoma de referencia de 4,212 nt (No. de
accesion NC_003747.2) mostr6 una profundidad de cobertura de 107.681x utilizando la
herramienta Bowtie2-2.4.1. Como se visualiza en la Figura 12, con el software Geneious
2020.2.2, se identificaron cinco marcos abiertos de lectura (ORFs) en el genoma de
ARN de cadena simple, una region no traducida 5’-UTR de 87 nt, 12 nt menos que el
genoma de referencia y una region 3’-UTR de 247 nt, con 47 nt mas que el genoma de
referencia. Esta estructura concuerda con la organizacion tipica de virus del género
Sobemovirus y lo reportado para RGMoV (Ling et al., 2013; S6mera et al., 2015). La
secuencia obtenida RGMoV fue depositada en la base de datos GenBank del NCBI con
el nimero de accesion MW411579. Los datos crudos estan disponibles en la base

‘Sequence Read Archive’ (SRA) bajo los numeros de accesiéon SRR13980363 y

6,393 nt


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT942636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/449265392
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW411579.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRR13980363
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SRR13070794. Estos resultados fueron publicados en la revista ‘Microbiology Resource

Announcements’ de la Sociedad Americana de Microbiologia (Guevara & Flores, 2021).

Figura 12

Estructura del genoma de RGMoV.

ORFx ORF2b
TR Px I Polimerasa - 3’ UTR
Poliproteina CP gRNA
P1 :
ORF2a - ORF3

ORF1 Desplazamiento
T oo & ZgRNA

Nota: figura adaptada de Sdmera et al. (2015). P1: primera proteina, Px: proteina X, CP:
capside, VPg: proteina ligada al genoma viral.

Identificacion molecular de HLFPV en agua de riego y plantas de Cucarda

Mediante el pipeline bioinformatico se identifico la presencia de HLFPV en agua
de riego, por lo que dichos resultados fueron corroborados en las muestras de agua y
plantas de Cucarda cercanas al reservorio (Figura 2) utilizando primers especificos para
amplificar la capside de HLFPV. Se obtuvieron amplicones con un tamafio de 535 nt
(Figura 13), que coincidieron con lo reportado por Kamenova y Adkins (2004). Los
amplicones fueron secuenciados y una secuencia representativa fue subida a la base
de datos GenBank (No. de accesion MW601340). La comparacion de la secuencia con
las secuencias de referencia de la base de datos de GenBank del NCBI mostro un
99.79% de identidad con la secuencia de nucle6tidos de la capside de HLFPV
(Secuencia de referencia AY250831.1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRR13070794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW601340
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY250831.1
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Figura 13

Electroforesis de productos de PCR para HLFPV.
P

500 pb

200 pb
100 pb

Nota: gel de agarosa al 2% donde se visualizan productos de PCR de muestras de agua
amplificadas con primers para HLFPV. Pocillo 1: marcador 100 nt (PROMEGA), Pocillo
2 a 4: muestras de agua concentrada por el método de Leche Descremada (SKM),
Pocillo 5: control negativo.
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CAPITULO 4: DISCUSION

En el presente trabajo la concentracién viral, secuenciacion masiva con la
tecnologia lllumina y el analisis bioinforméatico permitieron detectar e identificar 4
familias de virus fitopatdgenos en agua de riego del ramal “El Pueblo” No. 12. La
concentracion de particulas virales en medios acudticos resulta ser muy baja para que
puedan ser detectadas por métodos moleculares; por tanto, se necesita una
concentracion previa a la extraccion de acidos nucléicos. A pesar de que se conocen
varios métodos para concentrar virus a partir de muestras de agua, el método de
floculacién orgénica usando leche descremada (SKM), propuesto por Calgua et al.
(2008) para la concentracion de Adenovirus y Enterovirus, es una técnica facil y de
costo reducido en comparacién con técnicas que requieren equipos y conocimientos
especiales. Ademas, se puede utilizar para otro tipo de virus, como se concluye en este

trabajo y en estudios previos (Guevara, 2017).

Desde que surgieron las tecnologias de secuenciacion masiva paralela (HTS),
se han desarrollado una gran cantidad de flujos de trabajo para analizar datos,
especialmente datos de metagendmica de bacterias y virus. La eleccion del mejor flujo
de trabajo es algo que puede ser modificado acorde al tipo de muestra, tecnologia de
secuenciacion y enfoque de la investigacion. Dentro de los pasos establecidos para el
analisis bioinforméatico de datos de secuenciacion masiva, el pre-procesamiento es
fundamental, dado que los parametros de calidad y tamafo de las secuencias influyen
en el numero de lecturas a ser analizadas posteriormente. No se encontr6 diferencia
estadisticamente significativa en el uso de MINLEN < 30 nt, como tamafio de las
secuencias a ser eliminadas en el pre-procesamiento al utilizar la herramienta
Trimmomatic, en comparacion con el valor estandar de 50 nt; sin embargo, como
mencionan Nooji et al. (2018), valores muy bajos de longitud minima o de calidad de las
lecturas pueden reducir la sensibilidad del andlisis y dejar por fuera organismos no muy
comunes dentro del metagenoma, por lo que, se recomienda utilizar el valor pre-

establecido o valores mas altos.

Por otra parte, el tipo de ensamblador si mostré diferencias significativas en las

variables N50, L50 y nimero de contigs. En la comparacion entre ensambladores
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metaSPAdes y Megahit no presentaron diferencia y ademas, identificaron cuatro
familias de virus fitopatdgenos mientras que el ensamblaje con Velvet es
significativamente diferente pudiendo identificarse con dicho ensamblador solo tres
familias de virus. Lo mismo sucedié al utilizar genomas de referencia, donde de siete
genomas usados, Velvet solo ensamblé contigs de cuatro especies mientras que
metaSPAdes y Megahit mostraron resultados para todos los genomas probados. En
cuanto a los valores N50 y L50, se observaron resultados consistentes con el
ensamblador metaSPAdes, comparables con lo reportado por Van de Walt et al. (2017)
donde, de siete herramientas de ensamblaje evaluadas, metaSPAdes mostré una de las
cantidades de contigs mas alta y valores N50 y L50 también altos. Por otra parte
utilizando los datos simulados se pudo observar la precisién de los ensambladores y asi
validar el flujo de trabajo. metaSPAdes y Megahit ensamblaron los 7 genomas
probados en un solo contig largo lo que demuestra mayor precision en el resultado final.

El ensamblaje es otro paso critico en el andlisis de datos de secuenciacion
masiva puesto que, la calidad del ensamblaje mejora la determinacién de la
composicion de una comunidad viral o microbiana. El flujo de trabajo propuesto, junto
con el ensamblador metaSPAdes, permitieron ensamblar mas del 99% del genoma de
los virus HLFPV y RGMoV en muestras de agua de riego. Varios flujos de trabajo han
sido desarrollados para la deteccidn y descubrimiento de virus en plantas a partir de
datos de secuenciacion masiva, entre ellos VirFind y VirusDetect (Rott et al., 2017). Sin
embargo, resulta complejo comparar herramientas bioinformaticas y flujos de trabajo, e
incluso utilizar un unico flujo de trabajo ya que todo depende del tipo de muestra y el
objetivo de la investigacion (Van de Walt et al., 2017). Otras variables como el tiempo
de ejecucion de un programa, la capacidad computacional (memoria) o la disponibilidad
(licencia o cédigo abierto), también influyen al momento de decidir sobre la mejor
herramienta bioinformética para un determinado andlisis o pregunta de investigacion y

deberian ser incluidas en el mismo (Van de Walt et al., 2017).

Aunque la presencia de varios virus fitopatdgenos ha sido reportada en medios
acuaticos y su capacidad de transmision a través del agua ha sido evaluada mediante
ensayos de infectividad (Butter y Koenig, 2017), no existe informacion disponible acerca
de los virus HLFPV y RGMoV en fuentes de agua. En general, se conoce que los
viriones de los géneros Potexvirus y Tobamovirus, y la familia Tombusviridae se

replican en altas concentraciones en sus hospederos, tienen un amplio rango de
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hospederos y sus particulas virales son muy estables en diferentes ambientes y
temperaturas (Rosario et al. 2009). Otros virus que no pertenecen a dichos grupos
también han sido encontrados en fuentes de agua y se ha determinado que las
particulas de arcilla o0 materia organica presente en el agua pueden proteger a los virus
frente a la degradacion una vez que son adsorbidos a dichas particulas. Aunque fuera
de sus huéspedes celulares y en el medio ambiente, los virus tienen el potencial de
sobrevivir, persistir y ser transportados por varias rutas a otros huéspedes susceptibles,
no todos los virus liberados al medio ambiente logran mantenerse infectivos (Fermin,
2018). Se requieren ensayos de infectividad para determinar la estabilidad y capacidad
de infeccion de HLFPV y RGMoV al utilizar agua de riego del ramal “El Pueblo” No. 12.

Ademas de los virus ensamblados se detectd la presencia de Hibiscus chlorotic
ringspot virus (HCRSV), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Tobacco mosaic virus
(TMV), Tomato bushy stunt virus (TBSV) y Tomato mosaic virus (ToMV), de los cuales
PMMoV, TMV y TMoV han sido previamente reportados en soluciones nutritivas de
sistemas hidroponicos, mientras que TBSV en agua de riego y rios (Bitter y Koenig,
2017). La presencia de virus del dominio Duplodnaviria, que corresponde a virus de
ADN, puede explicarse como contaminacion al momento de la extraccion de ARN total
ya que el protocolo empleado puede extraer simultdneamente los dos acidos nucléicos.
Aunque, dentro del kit de extraccién utilizado, se realizé un tratamiento enzimatico para
eliminar ADN, pudo suceder que no se elimind por completo y que luego al momento de
secuenciacion la ADN polimerasa tuviera preferencia por dichas secuencias (Adewale
2020). Otra posible explicacion es la presencia de virus que infectan bacterias
(bacteriofagos) que al encontrarse en presencia de su hospedero dentro del agua de
riego analizada, estuvieran en proceso de replicacion generando ARNm que fue

extraido al mismo tiempo y luego sintetizado a ADNc para secuenciacion.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Mediante secuenciacién masiva y analisis bioinformatico se identificaron 4 familias
de virus fitopatégenos: Tombusviridae, Virgaviridae, Solemoviridae y
Alphaflexiviridae de un total de 19 familias virales dentro de los dominios

Duplodnaviria y Riboviria.

La variacion del parametro de longitud minima de secuencias (MINLEN-
Trimmomatic), no presentd diferencia significativa en las variables analizadas
(numero de contigs ensamblados, parametros N50 y L50 o porcentaje de genoma
ensamblado) dentro del flujo de trabajo propuesto.

El tipo de ensamblador (Velvet, Megahit, metaSPAdes), si presento diferencia

significativa en las variables analizadas.

Se observé que los ensambladores metaSPAdes y Megahit no son
significativamente diferentes sin embargo, el ensamblador metaSPAdes presento
mayor numero de contigs (> = 1000 nt) ensamblados, pudiendo considerarse la

mejor herramienta de ensamblaje de las 3 comparadas.

Mediante analisis bioinformatico con el flujo de trabajo propuesto y el ensamblador
metaSPAdes, se obtuvo >99% de los genomas de Hibiscus latent Fort Pierce virus

(HLFPV) y Ryegrass mottle virus (RGMoV) con >95% de identidad por pares.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de transmisién de virus utilizando el agua de riego para determinar

si las particulas virales de RGMoV y HLFPV se mantienen infectivas.

Utilizar una cantidad mayor de muestras para una comparacion mas precisa entre

ensambladores.

Ampliar la zona de investigacién y tomar muestras de diferentes provincias
alrededor del pais para determinar la incidencia de RGMoV y HLFPV en agua de

riego.
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