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No es posible controlar
las enfermedades
virales directamente
mediante el uso de
viricidas

Se emplean
estrategias indirectas
como:

Eliminacion de las
plantas enfermas

Evitar la siembra de
semillas infectadas.

Reduccién de los
insectos vectores.

Métodos de deteccion e
identificacion de virus son
fundamentales para el manejo
de las enfermedades virales.

Estos métodos deben ser:

Convenientes
Efectivos
Especificos
Rapidos

(Alemu, 2015)

Los métodos de deteccion pueden ser por:

* Sintomatologia

* Plantas diferenciales

» Serologia- ELISA
 Meétodos moleculares- PCR

* Secuenciacion de alto rendimiento (HTS)

(Bernal, 2010)

Inconvenientes- limitaciones

» Empirico y resultados poco fiables

« Tiempoy espacio

* Ventana de seroconversion

» Especificidad y sensibilidad limitada
Andlisis de datos

(Alemu, 2015)
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Introducciéon- Deteccion

4 N ( ) ( )
Secuenciacion de Permite leer de millones En un tiempo \
alto rendimiento de secuencias (reads) de relativamente corto y a Oxford
(HTS) forma simultanea un menor costo por base NANOPOREm
Technologies

\, J \, J \, J

(wei et al, 2018). (Mara etal., 2012) Nanopore Sequencing with
the MinlION
2001 2013

S 8000 ddlares S 0.10 centavos

(Mikheyev & Tin, 2014)
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(Oxford Nanopore Technologies, 2022)
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(Ephytia, 2023); (The American Phytopathological Society, 2023); (ViralZone, 2017);




Introduccion- TASPERT

TArget-SPecific Reverse Transcript (por sus siglas en inglés)

1) Alineamiento

\.

A 4

Alineamiento

5 —— 3
ARNtotal <+ 3 =%
RT primer con .
adaptador

Transcripcion

" Inversa
TSO

2) Transcripcion
inversa (RT)

A 4

3) Amplificacion

J

- EoRewy

ADNCc
Sintesis de
ADNC
O —— 5

d

Amplificacion

Sintesis de ADNc de doble cadena

Qo
«
@
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RT Primers

S— Primer Flap
Primer de literatura

() Primer Two Steps
L]

Adaptador opcional
al finalde &°

1) 3 minutos 70C
2) 90 minutes at 42°C
5 minutes at 85°C

3) 2hy 30 minutos

& NEW ENGLAND

Labs,.

© Bio-Rad Laboratories. (2023)
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Fidelity Relative to KAPA ReadyMix
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Objetivo General

Evaluar de la técnica de secuenciacion de alto rendimiento TASPERT (TArget-
SPecific Reverse Transcript) en la deteccién de PVY (Potato Virus Y), TMV
(Tobacco Mosaic Virus) y TBSV (Tomato Bushy Stunt Virus) en Solanum
lycopersicum L.

Objetivos especificos

Extraer material genético de

.Solanum lycopersicum L. Detectar a los virus PVY, TMV Comparar la técnica TASPERT

infectadas con PVY, TMV y .

. - y TBSV mediante la técnica con PCR Multiplex en la

TBSV, con calidad suficiente . .

para el uso de tecnologia de TArget-SPecific Reverse deteccion de los virus PVY,

Nanopore-MinlON en Transcript (TASPERT) pool. TMV y TBSV.
TASPERT
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Materiales y metodos

Siembra de

tomate

™~

Comparacion Infeccion

/ \

Extraccion de
ARN

Analisis
bioinformatico

Secuenciacion TASPERT
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Materiales y metodos

I Comparacién |
/ Objetivo 1
Andlisis
bioinformatico

\ /

Secuenciacion TASPERT
ESPE
_ ................ S T
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Materiales y métodos

Siembra de i :

=) u s
/

Objetivo 2

Analisis
bioinformatico




Materiales y métodos

. Primer F|ap Slembra de
Primer Two Steps \/s * Gold Standard tomate
. Primers de literatura

Comparacién

minimap2 Objetivo 3

Mapeo (HTS)

T Andlisis
Demultiplexing/Barcoder bioinformatico

— — —b Barcode 2

No clasificado

?
\ Poros
Activos

Infeccion

Extraccion de

-
*oe

Basecalling

Secuenciacion

TASPERT

ARN
Primer Flap

*  Primer Two Steps
Primers de literatura
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Resultados- Siembra y sintomas _

Extraccion/

oy Pureza Integridad
Cuantificacion g
Mosaico Arrugamiento Necrosis
' Sintomas

Sin sintomas 15

visibles

Necrosis 7

Moteado 17

Amatrillo

Arrugamiento 16

Falta de 10

crecimiento
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Variable Experimental

ECN mTMV

TBSV mV3 mPVY

Siembra Extraccion/ :
! y ALCIOTY Pureza Integridad
sintomas Cuantificacion
Cuantificacion de ARN Sintomas Extraccion
Sin sintomas 15
visibles
450,0
400,0 Necrosis 7
3 350,0
g 300,0 Moteado 17 297.30
f§ 250,0 Amarillo ng/ul
= 200,0 .
8 1500 Arrugamiento 16
§ 100,0
50.0 Falta de 10
0.0 crecimiento
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10mm Absorbance

Siembray Extraccion/ :
) PO Purez Integridad
sintomas Cuantificacion b 9
Sintomas Extraccion Pureza
Sin sintomas 15
visibles
Necrosis 7
260/280:
Moteado 17 297,30 2
Amarillo ng/ul 260/230:
Arrugamiento 16 1.9
Falta de 10
crecimiento

\Wzvelength (nm)

(© Thermo Scientific, 2009)
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Siembray Extraccion/ :
; Py’ Pureza Integridad
sintomas Cuantificacion 9
" e Sintomas Extraccion Pureza Integridad
o Sin sintomas 15
visibles
] Necrosis 7
260/280:
30 Moteado 17 297,30 2 65
Amarillo ng/ul 260/230: '
Arrugamiento 16 1.9
| Falta de 10
crecimiento

| | I . I
25 M0 500 1000 2000 {0

rRNA Ratio [25s/ 18s]: 1.8

(Espindola et al., 2021).
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Disefo de primers

Disefio de primer Nombre TMV Nombre

PVY Nombre TBSV

* Primer Flap TMV-6-t  TGGGCCCCTACCGGSGGTAA PVY-b-t

ITTTTTTTTTTTTTITTITTIGTCTCCTGATTGAAGTTTACAG  TBSV-6-t GGGCTGCATTTCTGCAATGT

TMV-6 TGGGCCCCTACCGGSGGTAACG GTCTCCTGATTGAAGTTTACAG TBSV-6 GGGCTGCATTTCTGCAATGTTC
Primer Two Steps
TMV-6-a GGGEGEGEATTCGAACCCCTC PVY-6-a TCACTGYTATGACRRAATCACA TBSV-6-a COGGTTGTCCGGTAGTGCTTC
TMV-F GGAAACCTTCACCACAAGT TGAAAATGGAACCTCGCC TBSV-F CGGTTTGTGAGAAGGTTGGG
Primer Literatura
TMV-R TATAGCGCTCCTTATGGC AATGTGCCATGATTTGCC TBSV-R GTTTCGAGGCTGAATCACCC

*AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC

Datos de secuenciacion

Numero de reads: 2,44 E+13

Reads aprobados: 1,88 E+13

% de aprobados:77%

Longitud media de los reads: 382,5
Calidad de media de alineamiento: 9,25

© Anaconda, 2023

Parametros de seleccion con SQK-DCS109

Parametro TV PVY  TBSV Solanum lycopersicum L
% de cobertura £899.95% =2BO,7 =292.5% =203
Positivo (+) =800 2400 =700 2100
# de reads
MNegativo (-] =200 =200 =200 =1200
Calidad de alineamientc 230 =30 201 =30

Calidad por base =20 =20 =19,7
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OL471714.1: Tobacco mosaic virus isolate TMV BS, complete
sequence

M21958.1: Tomato bushy stunt virus complete genome

NC_001554.1: Tomato bushy stunt virus, complete genome

EU563512.1: Potato virus Y strain C isolate PRI-509, complete
genome

NC_007898.3: Solanum lycopersicum chloroplast, complete
genome

A KA AL KA AL AL

NC_015441.3: Solanum lycopersicum cultivar Heinz 1706
chromosome 4, SL3.0, whole genome shotgun sequence

Deteccion
TMV

Mejor primer

Two Steps

Observaciones

Sin observaciones

Nombre del  Numero de % de Profundidad Calidad por  Calidad de
primer reads Cobertura de seq base alineamiento
Flap 26444 100 2887,1 20,5 48,3
Two Steps 33014,7 100 5779,5 20,5 52,3
Literatura 18176,33 99,98 1126,9 20 47,57
p valor de 0,000112
0.45
2 e ——
?E 0.35 -
_g 0.30 -
= [
0.25 -
FL;\P TWO S‘I:‘I'EPS L[TER.;.TURA

Tipo de cebador
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Resultados- Deteccion TBSV

sequence primer reads Cobertura de seq base alineamiento

} OL471714.1: Tobacco mosaic virus isolate TMV BS, complete Nombre del ~ Numero de % de Profundidad Calidad por ~ Calidad de
Flap

Literatura

EU563512.1: Potato virus Y strain C isolate PRI-509, complete
genome
1874 17,7 1,9 19,6 6,6
NC_007898.3: Solanum lycopersicum chloroplast, complete < . . .
genome
: . . 4 _ : p valor de 0,63
NC_015441.3: Solanum lycopersicum cultivar Heinz 1706 )
chromosome 4, SL3.0, whole genome shotgun sequence B 040 - -
73; L
Deteccion Mejor primer Observaciones E 7
TMV Two Steps Sin observaciones {-E 0.90 -
3
TBSV No se encontré Two Steps logré mayor i
diferencias profundidad de o . : .
significativas secuenciacion FLAP TWO STEPS LITERATURA

Tipo de cebador
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OL471714.1: Tobacco mosaic virus isolate TMV BS, complete
sequence

M21958.1: Tomato bushy stunt virus complete genome

NC_001554.1: Tomato bushy stunt virus, complete genome

Nombre del

NUmero de % de

Profundidad Calidad por  Calidad de

EU563512.1: Potato virus Y strain C isolate PRI-509, complete
genome

NC_007898.3: Solanum lycopersicum chloroplast, complete
genome

NC_015441.3: Solanum lycopersicum cultivar Heinz 1706
chromosome 4, SL3.0, whole genome shotgun sequence

AL KA AL KA AL K

Deteccidn Mejor primer Observaciones
T™MV Two Steps Sin observaciones
TBSV No se encontré El primer Two Steps
diferencias logré una mayor
significativas profundidad
PVY Flap Sin observaciones

primer reads Cobertura de seq base alineamiento
Flap 1802,3 92,4 148,7 20 35,5
Two Steps 568,3 99,3 22,2 20,4 39,3
Literatura 26444 100 2887,1 20,5 48,3
e p valor de 0,00037083

Abundancia relativa (reads)

FLAP TWO STEPS LITERATURA

Tipo de cebador
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WIS S

OL471714.1: Tobacco mosaic virus isolate TMV BS, complete Nombre del  NGmero de % de Profundidad Calidad por  Calidad de
sequence primer reads Cobertura de seq base alineamiento
Flap 2553 0,37 0,008691 21,3 48,8
M21958.1: Tomato bushy stunt virus complete genome 302 91,9668 34,6481 20,8 48
2186 0,36 0,00793573 21,5 49
Two Steps
NC_001554.1: Tomato bushy stunt virus, complete genome 261 99,2484 29,1223 20,7 48,6
Literatura 2611 0,33 0,00985357 20,8 51,8
EU563512.1: Potato virus Y strain C isolate PRI-509, complete 215 99 953 21.609 20 45 3
genome - - -
NC_007898.3: Solanum lycopersicum chloroplast, complete 0.7 -
genome _
B 06-
NC_015441.3: Solanum lycopersicum cultivar Heinz 1706 2
chromosome 4, SL3.0, whole genome shotgun sequence 2 05
W ] ] ] § 0.4 -
Deteccion Mejor primer Observaciones kS
T™MV Two Steps Sin observaciones 2 03-
TBSV No se encontré Two Steps logré mayor 0.2 -
Q|fe_r_enc_| as profu ndujad_ Eje LA WO STEPS | TERATURA
S|gn|f|cat|vas secuenciacion
. . Tipo de cebad
PVY Flap Sin observaciones PO e cehacer
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(Maitra et al., 2012) (Namba & Stubbs, 1986)



Resultados- Deteccion V3

primer reads Cobertura de seq base alineamiento

M21958.1: Tomato bushy stunt virus complete genome

Two Ste
WOSIERS gy 97,27 34,55 19.35 0,09
Literatura

8327 99.8 448.366 19.2 0,05

EU563512.1: Potato virus Y strain C isolate PRI-509, complete
genome

NC _007898.3: Solanum lycopersicum chloroplast, complete
genome

NC_015441.3: Solanum lycopersicum cultivar Heinz 1706
chromosome 4, SL3.0, whole genome shotgun sequence
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Comparar la técnica
TASPERT con PCR Multiplex
en la deteccion de los virus

PVY, TMV y TBSV.




Mass (ng) Kilobases
40 1
8

45

122
34
31
27
23

124
49

32

61

N -
o
b
.
-
-~
-

NounhrwnNnpg

TMV
TBSV
PVY
CN
PVY
V3
V3

11 12 13 14

1. CNF 6. TMV L
2. CNTS 7. TBSVF
3. CNL 8. TBSVTS
4, TMV F 9. TBSVL
5. TMV TS 10.PVY F

Nota: (F) Flap, (TS) Two Steps, (L) Literatura. Modificado de Imagen

&

£cuacoR

11.PVY TS
12.PVY L
13.V3 F
14.V3 TS
15.Vv3L

Lab por © Bio-Rad Laboratories, 2023
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Ct Tipo de primer Tipo de primer

Virus m
1 + . | Virus Ct [ciclos] Tm [°C]
TMV 2,31 25,47 78,22 _ ,
TS Flap  Literatura GS TS Flap  Literatura GS
TBSV 11,42 22,28 83,53 +1°C
TMV 6,34 1,95 2,65 13,79 78,01 78,32 78,22 78,85
PVY 14,5 24,7 80,45
TBSV 5,84 6,59 7,53 15,82 83,76 82,83 83,71 83,98
PVY 28,04 27,69 21,35 21 83,3 83,61 83,53 82,9
] _ i — CNpvy 24,375 24,335 11,76 28,335 SD SD 83,7 SD
o CNtmv 10,435 13,515 7,695 12,915 78,125 78,18 SD 77,98
é CNrBsv 26,3 20,45 23,31 20,29 84,14 SD 84,12 SD
3 2
10
V3tmv SD 5,24 8,83 21,98 SD 78,53 SD 79,22
107 . \/31Bsv 24,76 15,76 7,07 12,2 83,99 84,1 84,03 84,72
40
V/3pyy 13,13 6,58 12,51 SD 84,7 SD 84,69 SD
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06

TBSV

Tipo de primer

Tipo de primer

Virus Ct [ciclos] Tm [°C]

TS Flap Literatura GS TS Flap Literatura GS
TMV 6,34 1,95 2,65 13,79 78,01 78,32 78,22 78,85
TBSV 5,84 6,59 7,53 15,82 83,76 82,83 83,71 83,98
PVY 28,04 27,69 21,35 21 83,3 83,61 83,53 82,9
CNpvy 24,375 24,335 11,76 28,335 SD SD 83,7 SD
CNtmv 10,435 13,515 7,695 12,915 78,125 78,18 SD 77,98
CNrgsv 26,3 20,45 23,31 20,29 84,14 SD 84,12 SD
V3tmy 5,24 SD 8,83 21,98 78,53 SD SD 79,22
V31Bsv 15,76 24,76 7,07 12,2 83,99 84,1 84,03 84,72
V3pvy 13,13 6,58 12,51 SD 84,7 SD 84,69 SD

™MV ﬂ
04
o
= |
02 A ﬂ
0.1 J
A AR a0 A AR AN
0.0 - AIEA PO J R > SRRV eV vz\"_‘ 2k A
55 60 65 70 75 80 85 %0 95
°C
04 |
I.
PVY M
03 ‘I_l
all
I ||
o _JI|'| |
= f
- (
[.J ’1|
i
|.
|
!
T { I].
' .f'j' |
f'.' ‘.l
PU’ klﬁ'[ J Jl ’r\(\ rm", ,\rvr\/\\, n-w‘\-»,.\p"uf““f t‘;
0o W J .\’ ';I-:-/"' -\/"\—\-,:\--._,-\-x:/\:-. Ry '
T T T T T T T T T
55 80 85 70 75 80 85 90 95
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Tipo de primer Tipo de primer

Secuenciaciéon
. TS Fla Literatura TS Fla Literatura
Virus Forward Reverse P P
TMV GGAAACCTTCACCACAAGT TATAGCGCTCCTTATGGC TMV + + + + + +
TBSV CGGTTTGTGAGAAGGTTGGG GTTTCGAGGCTGAATCACCC
TBSV + + + + + +
PVY TGAAAATGGAACCTCGCC AATGTGCCATGATTTGCC
PVY + + + F-N F-N F-P
CNpvy - - - - - F-P
CNrmv + + + + + +
CNrasv - - - = = F-P
\V/ 3tmv + = + + - F-N
V3tBsv + - + + - +
\V3pvy - - - = = =
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Conclusiones

3. TASPERT muestra
sensibilidad y
especificidad

2. TASPERT mejora la significativas,

deteccién de virus en reduciendo falsos
negativos en

plantas superando >
comparacion con

: limites de g-PCR, b e
ie;:rﬁesnpcgrz-{nﬁigprgz identificando cepas técnicas tradicionales.
con parametros de especificas y »
calidad estandar con adaptaciones genéticas.
confiabilidad,
demostrando eficacia en
la deteccidon de
patdgenos mediante el
uso de Minlon de ONT
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