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RESUMEN

La leprosis de los citricos es ocasionada por diversos agentes etioldgicos dentro
de los cuales se encuentran Citrus leprosis virus C (CiLV-C), Citrus leprosis virus
nuclear type (CiLV-N), Citrus leprosis virus cytoplasmic type 2 (CiLV-C2) e
Hibiscus green spot virus 2 (HGSV 2). En Colombia se confirmd la presencia de
CiLV-C en cultivos de los Llanos Orientales mediante transcripcién reversa-
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) en el afio 2005. El reporte de 2013
de CiLV-C2 en muestras de citricos sintométicas colectadas en Colombia
mediante la secuenciacion de fragmentos pequeiios de RNA (lllumina GA IIX) ha
despertado interrogantes sobre la distribucion de estas dos especies del género
Cilevirus y si existen coinfecciones de CiLV-C y CiLV-C2 en plantaciones de
citricos en Colombia. La deteccion de CiLV-C en plantas hospedantes no es
posible actualmente en el pais mediante pruebas inmunoenziméticas y RT-PCR
con iniciadores especificos. Esta investigacion desarrolla y propone un sistema de
analisis molecular simultaneo mediante transcripcion reversa-reaccion multiple en
cadena de la polimerasa (RT-mPCR) para la deteccion y discriminacion de CiLV-C
y CIiLV-C2 que permita determinar de manera especifica, sensible y rapida la

presencia o ausencia de coinfecciones de estas dos especies.

Palabras clave: CiLV-C2, CiLV-C, RT-mPCR, leprosis, deteccion, discriminacion.



ABSTRACT

Citrus leprosis disease is caused by diverse etiological agents such as Citrus
leprosis virus C (CiLV-C), Citrus leprosis virus nuclear type (CiLV-N), Citrus
leprosis virus cytoplasmic type 2 (CiLV-C2) and Hibiscus green spot virus 2 (HGSV
2). The presence of CiLV-C in the western plains of Colombia was confirmed in
2005 by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). A published
report from 2013 of CiLV-C2 in symptomatic citrus samples in Colombia
sequenced from small RNA fragments (lllumina GA IIX) had raised questions about
the distribution and presence of co-infections of both CiLV-C and CiLV-C2 in citrus
groves in Colombia. Detection of CiLV-C in host plants is not possible in Colombia
using commercially available immunoenzymatic assays nor RT-PCR using specific
primers. This study developed a molecular assay for detection analysis and
discrimination of CiLV-C and CiLV-C2 by reverse transcription multiplex PCR,
resulting in a fast, sensitive and specific determination of presence or absence of

co-infections of these two species.

Keywords: CiLV-C2, CiLV-C, RT-mPCR, leprosis, detection, discrimination.



INTRODUCCION

La leprosis de los citricos (Citrus leprosis - CiL), es una enfermedad que afecta
especies del género Citrus spp. principalmente la naranja dulce (Citrus sinensis) vy,
con menor impacto, las mandarinas (Citrus reticulata, C. reshni, C. deliciosa). De
acuerdo con el estado actual del conocimiento, los sintomas de la leprosis de los
citricos pueden ser ocasionados por diversos agentes etioldgicos dentro de los
cuales se encuentran Citrus leprosis virus C (CiLV-C) (Rodrigues et al., 2000,
2003; Locali et al., 2003, Locali-Fabris et al., 2006) Citrus leprosis virus nuclear
type (CiLV-N) (Kitajima et al., 1972, 2011; Bastianel et al., 2010, Roy et al., 2013a,
Roy et al., 2014), Citrus leprosis virus cytoplasmic type 2 (CiLV-C2) (Roy et al.,
2013c) e Hibiscus green spot virus 2 (HGSV 2) (Melzer et al., 2012, 2013), el cual
fue reportado sobre Citrus volkameriana en Hawaii causando sintomas similares a
los de leprosis de los citricos. Estos virus son transmitidos por especies de acaros
Brevipalpus spp. (Acari: Tenuipalpidae), principalmente B. phoenicis (Rodrigues et
al., 2003). El control de la leprosis de los citricos es realizado mediante el manejo
de Brevipalpus spp. y los costos de acaricidas representan alrededor de 80 a 100
millones de ddlares por afio en Brasil (Rodrigues et al.,, 2003; Bastianel et al.,
2010).

Una de las caracteristicas de la leprosis de los citricos y de otras enfermedades
causadas por virus transmitidos por acaros Brevipalpus (VTBr) es la infeccion local
sobre tejidos inoculados como son hojas, tallos y frutos, que difieren de los
sintomas sistémicos de la mayoria de enfermedades virales de plantas. Algunas
de estas afecciones estan constituidas por cambios anatomicos inducidos, por
ejemplo en el caso de CiLV-C, alteraciones como hipertrofia en células del
parénquima, hiperplasia y acumulacion de compuestos lipidicos, en donde se
encuentran diferencias significativas entre las lesiones generadas por CiLV-C y
CiLV-N (Marques et al., 2010).
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Los sintomas de esta enfermedad exhiben un patron comudn. Los dafios en las
hojas son a menudo superficiales. Las lesiones caracteristicas en hojas estan
constituidas por areas cloroticas o necroticas, variando en color de amarillo claro a
marrén oscuro y son a menudo circulares con diametros que van desde 5 a 12
mm. Ocasionalmente es posible observar un punto central mas oscuro en lesiones
mas avanzadas y pueden presentarse manchas concéntricas-anulares. Los
sintomas aparecen a menudo como pequefas lesiones superficiales de color
marrén oscuro o rojizo en tallos o ramas jovenes. Eventualmente, las lesiones mas
longevas se pueden unir formando lesiones largas sobre ramas maduras bien
desarrolladas. En frutos es muy frecuente contabilizar hasta 30 lesiones,
cubriendo una parte significativa del exocarpo, estas lesiones son por lo general
depresiones oscuras que afectan Unicamente la parte externa del fruto y no el
mesocarpio o albedo (Bastianel et al., 2006). Sin embargo, la leprosis de los
citricos reduce directamente la produccion y la vida atil de las plantas, debido que
en infecciones severas, donde las plantas no se han tratado, se observa caida
prematura de foliolos y frutos, al igual que marchitamiento severo, seguido por

muerte de las plantas (Rodrigues et al., 2003; Calegario et al., 2013).

La leprosis de los citricos ha sido reportada en Sur, Centro y Norte América,
particularmente en Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay, Bolivia, Venezuela,
Colombia, Panama, Honduras, El Salvador, Nicaragua, Guatemala, Costa Rica,
México y Belice (Bastianel et al., 2010; Rodrigues y Childers, 2013; CABI, 2014).
Hasta hace pocos afios s6lo se conocian dos virus asociados a la leprosis de los
citricos, CiLV-C la especie mas prevalente y distribuida en Sur y Centro América y
CiLV-N el cual se ha reportado Unicamente en los Estados de S&do Paulo, Rio
Grande do Sul y Minas Gerais en Brasil, en el Distrito de Bogquete-Panama, en el
Estado de Querétaro-México y recientemente reportado en Colombia (Roy et al.,
2013c, Roy et al., 2014). En el pais se confirmé la presencia de CiLV-C en cultivos
de los Llanos Orientales mediante la técnica RT-PCR (transcripcion reversa-

reaccion en cadena de la polimerasa) por parte de investigadores del Instituto
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Colombiano Agropecuario-ICA y la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria-Corpoica, en colaboraciéon con el Centro de Citricultura Sylvio
Moreira de Brasil (Moreno y Angel, 2005; Leon et al., 2006, 2008). En Colombia la
deteccion de CiLV-C en plantas sintomaticas de naranja dulce (Citrus sinensis),
mandarina (Citrus reticulata) y Swinglea glutinosa (Blanco) Merr (Ledn et al., 2008)
no fue posible mediante pruebas inmunoenziméticas (ELISA) utilizando el
anticuerpo policlonal CREC13-IgG (Choudhary et al.,, 2013) y RT-PCR con
iniciadores especificos disefiados por Locali et al., 2003. Estos iniciadores
amplifican regiones parciales que codifican la proteina de movimiento-MP y la
poliproteina de la replicasa de CiLV-C (Roy et al., 2013a). De igual forma, ensayos
de RT-PCR utilizando iniciadores especificos (Melzer et al., 2012) para deteccion
de HGSV 2 en muestras con sintomas de leprosis de los citricos de los
departamentos de Meta y Casanare en Colombia resultaron negativos (Roy et al.,
2013a).

La secuenciacion de fragmentos pequeiios de RNA (small RNA - sRNA) extraidos
de lesiones tipicas de leprosis de los citricos en plantas provenientes de los
departamentos de Meta y Casanare, Colombia, mediante el uso de la nueva
generacion de secuenciacion lllumina GA IIX, conjugado con analisis
bioinformatico (Roy et al., 2013b) determind que el agente etioldgico asociado es
un nuevo virus denominado CiLV-C2 (Roy et al., 2013a). Teniendo en cuenta los
antecedentes de la enfermedad se puede afirmar que los agentes etioldgicos
asociados a la leprosis de los citricos en Colombia mas prevalentes y destructivos
son CiLV-C y CiLV-C2, siendo este ultimo, posiblemente, el mas prevalente en la
actualidad (Roy et al., 2013a). CiLV-C fue reportado en el afio 2005 como el
agente causal de la leprosis de los citricos en el pais (Moreno y Angel, 2005; Ledn
et al., 2006, 2008). Dando continuidad al orden anterior de ideas, en Colombia no
se conoce con claridad la distribucion de estas dos especies del género Cilevirus;
y de igual manera, se desconoce si existen coinfecciones de estos dos virus en las

plantaciones de citricos del pais. Asi mismo, es importante destacar que el
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diagnostico de la leprosis de los citricos carece, hoy en dia, de herramientas de
analisis molecular simultdneo que permitan detectar y discriminar los distintos
agentes causales asociados a un hospedante. Esta investigacion tuvo como
objetivo el desarrollo de un sistema de analisis molecular simultaneo, el cual hace
uso de iniciadores especificos, para la deteccion y discriminacion de CiLV-C y
CiLV-C2 mediante transcripcion reversa-reaccion mdultiple en cadena de la
polimerasa (RT-mPCR) que permite determinar de manera especifica, sensible y
rapida la presencia o ausencia de coinfecciones de CiLV-C y CiLV-C2. Esta
estrategia constituye una herramienta util, viable y econémica, que tiene aplicacion
en bioseguridad agricola, microbiologia forense, programas de mejoramiento

genético, regulacion y certificacion fitosanitaria.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un sistema para deteccion y discriminacion de CiLV-C y CiLV-C2 de

utilidad en bioseguridad agricola.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eDisefar y evaluar iniciadores especificos para deteccion y discriminacion de
CiLV-C y CiLV-C2 mediante transcripcion reversa-reaccion multiple en cadena de

la polimerasa (RT-mPCR).

e Determinar la presencia o ausencia de coinfecciones de CiLV-C y CiLV-C2 en

naranja dulce (Citrus sinensis) en Colombia.

e Inferir sobre la historia evolutiva de las regiones diagndsticas p24 y p32 de CiLV-
C y aislamientos de CiLV-C2.
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2.ESTADO DEL CONOCIMIENTO DE LA LEPROSIS DE LOS CITRICOS

2.1 ANTECEDENTES DE LA LEPROSIS DE LOS CITRICOS

El primer reporte de leprosis de los citricos se remonta a 1860 (Knorr, 1959). La
enfermedad fue descrita en una planta de naranja dulce sembrada en una granja
situada en Old Tampa Bay, lo que tiempo después se convirti6 en el parque
publico Phillippi Hammock, en el condado de Pinellas-Florida en los Estados
Unidos de Norte América. Esta planta de naranja dulce presentd sintomas tipicos
de leprosis sobre hojas, ramas y frutos maduros (Lovisolo, 2001). La enfermedad
originalmente llamada Nailhead Rust o “cabeza de clavo oxidado” por los sintomas
ocasionados en el fruto y Florida Scaly Bark o “descortezamiento de las ramas en
Florida” por los sintomas presentes en las ramas, fue inicialmente estudiada por
Fawcett, 1911. En 1926, la enfermedad fue llamada leprosis por Fawcett y Lee
(Bitancourt, 1955). No obstante, en los Estados Unidos de Norte América no se
reporta esta enfermedad desde 1960 (Bastianel et al., 2010), la cual se cree que
desaparecié o fue erradicada debido a los programas intensivos de manejo en
contra del acaro vector (Childers et al., 2003), algunos autores han sugerido sin
evidencias fuertes, que posiblemente el agente etiolégico de la leprosis de los
citricos en Florida-USA fue CiLV-N (Kitajima et al., 2011).

En Sur América, el primer reporte de leprosis de los citricos fue realizado en
Paraguay (Spegazzini, 1920) en donde fue llamada en sus inicios ‘“lepra
explosiva”. En los afios 1930s, se relaciond a esta enfermedad del Paraguay con
la misma ocurrida en Florida-USA. Poco tiempo después de su primer reporte en
Paraguay la leprosis fue observada en Argentina y Uruguay (Zeman, 1932;
Bitancourt, 1940). En Brasil la leprosis de los citricos ha sido reportada desde

1931. La enfermedad fue inicialmente encontrada en Sorocaba, Sao Paulo
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asociada a naranja dulce Navel (Citrus sinensis (L.) Osbeck) (Bitancourt, 1934).
Los sintomas observados en Brasil, abundantes lesiones foliares, fueron distintos
a los observados en Florida-USA, donde las lesiones en hojas fueron raramente
observadas, esta diferencia fenotipica condujo a una demora en la identificacién
de la enfermedad, la cual fue denominada “Variola”. Dos afios mas tarde, se
concluyé que esta enfermedad era la misma conocida con el nombre de leprosis
en Florida-USA (Bitancourt, 1955; Bastianel et al., 2010).

En relacion a las islas del caribe, estas aun estan libres de leprosis de los citricos
y los reportes realizados sobre presencia en otros continentes fueron hechos
sobre la base de sintomas y requieren de validacion mediante pruebas de

diagnostico (Bastianel et al., 2010).

En sus inicios la etiologia de la leprosis de los citricos fue controversial debido que
esta se asoci6 con fitopatbgenos como hongos e incluso con toxinas presentes en
la saliva de Brevipalpus spp. Sin embargo, la presencia de particulas baciliformes
asociadas a lesiones de leprosis de los citricos observadas mediante microscopia
electronica de transmision (TEM), permitié reforzar la hipétesis de un virus como
agente etiologico de esta enfermedad (Kitajima et al., 1972). Posteriormente,
sintomas caracteristicos de leprosis fueron reproducidos a través de inoculacion
mecanica de savia en plantas del mismo género y otras plantas herbaceas
(Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn., C. quinoa Willd., y Gomphrena
globosa L.) (Colariccio et al., 1995). De esta manera se sumé evidencia para
determinar que un agente viral fue la causa de la enfermedad (Bastianel et al.,
2010).
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2.2 AGENTES ETIOLOGICOS DE LA LEPROSIS DE LOS CITRICOS

2.2.1 Citrus leprosis virus C (CiLV-C).

CiLV-C es la especie tipo del recién creado género Cilevirus (Carstens, 2010;
Locali-Fabris et al., 2012) el cual aun permanece sin una familia asignada. CiLV-C
es un virus baciliforme de 120-130 nm de longitud y 50-55 nm de ancho, rodeado
por una membrana. Las particulas virales se ubican en el lumen del reticulo
endoplasmatico, como se observa en la figura 1A y producen alteraciones en el
citoplasma de células infectadas que incluye masas densas vacuoladas,
denominadas viroplasmas (Colariccio et al., 1995), como se evidencia en la figura
1B.

Figura 1. Microscopia electrénica de transmisién de células infectadas con
CiLV-C

Fig. 1. A: Viriones en el lumen del reticulo endoplasmatico. B: Viroplasmas en el citoplasma.
Fuente: Bastianel et al., 2006. Summa Phytopathologica. V.32, n.3, p.211- 220.
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La secuenciacion del genoma de CiLV-C (Locali-Fabris et al., 2006; Pascon et al.,
2006) evidencié que éste es un virus que posee un RNA bipartita de cadena
sencilla con sentido positivo, (+)ssRNA, de ~14 kb. EI RNA 1 tiene una longitud de
8745 nucledtidos (nt), excluyendo la cola poli (A) en el extremo terminal 3’ y esta
compuesto por dos Open Reading Frames - ORF o marcos abiertos de lectura,
mientras que el RNA 2 tiene una longitud de 4986 nt, excluyendo la cola poli (A) y

esta compuesto por cuatro ORFs, como se observa en la figura 2.

Figura 2. Esquema de la estructura y organizacién del genoma de CiLV-C

RNA 1 GiLV-C
5’ Cap [ MTR C-Prot Hel RdRp [ 3'Poly (A)
p29
RNA 2 CiLV-C
5'Cap P15[ p24 3'Poly (A)
| P61 [

Fuente: Locali-Fabris et al., 2006. Journal of General Virology. 87, 2721-2729

El ORF 1 del RNA 1 inicia en el codon AUG en la posicion del nucleoétido (nt) 109 y
finaliza en el coddén UAA en la posicion del nt 7647 y codifica un largo polipéptido
con 2512 aminoéacidos (aa) (286 kDa). Analisis de esta poliproteina traducida
revela cuatro dominios conservados: Metiltransferasa (MTR; aa 126-528),
Cisteina proteasa (C-Prot; aa 689-797), Helicasa (Hel; aa 1558-1841) y RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRp; aa 2055-2494) como se ilustra en la
figura 2. Aunque cabe resaltar que Roy et al., 2013a en el esquema de
comparaciéon de la organizacion del genoma entre CiLV-C2 y CiLV-C incluyen un
dominio adicional denominado FtsJ-MTR entre los dominios C-Prot y Hel de CiLV-
C a diferencia de lo que plantean Locali-Fabris et al., 2006 y Pascon et al., 2006.

Esta diferencia se puede apreciar en la figura 9 correspondiente al numeral 2.2.2
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Citrus leprosis virus cytoplasmic type 2 (CiLV-C2). El ORF 2 del RNA 1 inicia en el
coddén AUG en la posicion del nt 7710 y finaliza en el codén UAG en la posicién
del nt 8501 y codifica la proteina putativa de la capside (CP) de 263 aa (29 kDa).
Este ORF 2 es seguido por una regién 3’ no traducible (NTR) de 228 nt y una cola
poli (A) de longitud indeterminada, como se representa en la figura 2.

El ORF 1 del RNA 2 inicia con el codén AUG en la posicion del nt 67 y finaliza con
el coddn de parada UAA en la posicion del nt 459, este codifica una proteina con
130 aa (15 kDa). ElI ORF 2 codifica la proteina mas larga del RNA 2, esta proteina
tiene 537 aa de longitud (61 kDa), la cual inicia con el codon AUG en la posicion
del nt 1590 y finaliza con el codon UAA en la posicion del nt 3203. EI ORF 3
codifica una proteina con dominio conservado de movimiento viral-MP, esta
proteina inicia con el codon AUG en la posicion del nt 3228 y finaliza con el codon
UAA en la posicion del nt 4121 y estd compuesta por 297 aa (32 kDa). El ORF 4,
en el RNA 2, inicia con el codon AUG en la posicion del nt 4093 y finaliza con el
codon de parada UGA en la posicion del nt 4737 y codifica una proteina con 214
aa (24 kDa). Ninguna de las proteinas codificadas por los ORFs 1, 2 y 4 del RNA 2
presentan dominios conservados o similares a otras secuencias registradas en
bases de datos. El ORF 4 del RNA 2 es seguido por una region 3’ no traducible
(NTR) de 232 nt y una cola poli (A) de longitud indeterminada. Una secuencia
conservada (GAUAAAUCU) ha sido reportada en el extremo terminal 5° de ambos
RNAs de CiLV-C (Locali-Fabris et al., 2006).

Las alteraciones morfo-anatdémicas inducidas por CiLV-C sobre los distintos tejidos
como foliolos, frutos y ramas, incluye hipertrofia de células del parénquima,
hiperplasia y acumulacion de compuestos lipidicos. Las lesiones causadas por
CiLV-C en foliolos de naranja dulce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) tienden a crecer
en forma alargada, por lo general, con un color verde palido y presentan uno o
mas anillos concéntricos de color marrén que en algunos casos contienen un

material de textura gomosa. La caracteristica general de estas lesiones son areas
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con halos necréticos, sucesivos 0 coalescentes, ligeramente concavos formando
manchas necroticas que alternan con regiones clordticas como se muestra en la
figura 3. También es posible observar que los sintomas en foliolos presenten un
halo clorético mas externo en el borde de la lesion siendo mas evidente en

lesiones ocasionadas por CiLV-N (Marques et al., 2010).

Figura 3. Lesiones foliares ocasionadas por CiLV-C en naranja dulce

Fig. 3. A: Lesion de foliar ocasionada por CiLV-C. B: Detalle de la
lesion observada en la figura 3A en donde se muestran sus distintas
areas o niveles. Fuente: Marques et al., 2010. Anais da Academia
Brasileira de Ciéncias. 82(2): 501-511.

En el borde de una lesion madura, en el halo clorotico mas externo, las células del
mesofilo se observan plasmolizadas como se muestra en la figura 4A. La lesion
causada por CiLV-C aumenta el grosor de la lamina foliar debido a una intensa
actividad de hiperplasia e hipertrofia de células del parénguima esponjoso, como
se indica en la figura 4B mediante flechas negras y blancas, respectivamente. La
imagen consignada en la figura 4B corresponden a la seccion Il de la figura 3B
(Marques et al., 2010).
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Figura 4. Morfo-anatomia de lesiones ocasionadas por CiLV-C

Fig. 4. A: Células del mesdfilo plasmolizadas. B: Hiperplasia (flechas negras) e hipertrofia (flechas
blancas) del parénquima esponjoso. Pp: Parénquima en empalizada; Sp: Parénquima esponjoso;
Vb: Haz vascular. Fuente: Marques et al., 2010. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias. 82(2):
501-511.

La figura 5 muestra la acumulacibn de compuestos lipidicos en células del
mesdfilo infectadas con CiLV-C.

Figura 5. Acumulacion de compuestos lipidicos en células de foliolos
afectados con CiLV-C

Fig. 5. Ay B: El contenido de lipidos se puede apreciar en la region negra. Pp: Parénquima en empalizada;
Sp: Parénguima esponjoso; Vb: Haz vascular. Fuente: Marques et al., 2010. Anais da Academia Brasileira
de Ciéncias. 82(2): 501-511.
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Las lesiones en frutos ocasionadas por CiLV-C inician como una mancha rojiza en
el pericarpio, rodeada por un halo clorético moderado. A medida que la lesion
progresa cambia. En el estado inicial se observa un centro necrético seguido de
un halo intermedio de color verde pélido rodeado por un halo necrético, que a su
vez es rodeado por un halo cloroético, figura 6. En lesiones causadas por CiLV-C
se presenta un halo adicional lo cual da como resultado lesiones de mayor
tamafo. Las lesiones mas longevas presentan una depresién o area concava en la
region central sobre la superficie de la fruta. Asi mismo, andlisis histologicos de
estados avanzados de este tipo de lesién, han indicado que alteraciones en el
epicarpio y mesocarpio ocurren en infecciones causadas por CiLV-C (Marques et
al., 2010).

Figura 6. Lesiones en fruto de naranja dulce ocasionadas por CiLV-C

Fig. 6. A: Fruto de naranja con lesiones multiples ocasionadas por CiLV-C. B: Detalle de la
lesién en donde se observa un &rea concava en la region central (cabeza de flechas) y un halo
necrético externo (flechas). Fuente: Marques et al., 2010. Anais da Academia Brasileira de
Ciéncias. 82(2): 501-511.

A nivel histolégico se observa que en el centro de las lesiones en frutos hay
células que acumulan compuestos lipidicos que estan rodeadas por una capa de
células que acumulan pequefias cantidades de lipidos y proteinas como se

muestra en la figura 7 (Marques et al., 2010).

32



Figura 7. Acumulacion de lipidos y proteinas en células de frutos afectados
por CiLV-C

Fig. 7. A: Gotas de lipidos. B: Gotas de proteinas. Me: Mesocarpio. Fuente:
Marques et al., 2010. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias. 82(2): 501-511.

En ramas se observan dos tipos principales de lesion producidas por CiLV-C:
necroéticas, formando pustulas con aberturas longitudinales en la corteza de las
ramas, como se puede apreciar en la figura 8A, necréticas céncavas que pueden
presentarse con aberturas (hendiduras) o sin estas, como se muestra en las

figuras 8B y 8C, respectivamente (Marques et al., 2007).

Figura 8. Lesiones en ramas de naranja dulce ocasionadas por CiLV-C

Fuente: Marques et al, 2007 Pesq.
agropec. bras., Brasilia, v.42, n.11,
p.1531-1536.
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Las lesiones tipo pustula con aberturas longitudinales son, en general, las més
frecuentes. Estas lesiones presentan una coloracién marrén oscura y las regiones
adyacentes pueden ser clorofiladas y de color verde palido. Cuando estas
regiones coalescen con otras del mismo tipo o cuando estas lesiones adquieren
un tamafo mayor, acaban por circundar todo el perimetro de la rama (Marques et
al., 2007).

La transmisién experimental exitosa de CiLV-C a plantas herbaceas se logré
mediante inoculacién mecanica a Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn., C.
quinoa Willd. y Gomphrena globosa L. (Colariccio et al., 1995) y la transmision por
acaros fue realizada en Solanum violaefolium Schott. y Phaseolus vulgaris L.,
(Groot et al.,, 2006; Rodrigues et al., 2005) e Hibiscus rosa-sinensis L.,
Malvaviscus arboreus Cav., Grevillea robusta A. Cunn., y Bixa orellana (Nunes et
al., 2012) bajo condiciones experimentales. El primer reporte de infeccion natural
de CiLV-C fue realizado en Colombia sobre Swinglea glutinosa (Blanco) Merr.
(Ledn et al., 2008). Esta planta es utilizada como cerca viva aledafia a cultivos de
citricos. Todos los estados activos de Brevipalpus spp., larva, protoninfa,
deutoninfa y adulto, pueden adquirir e inocular el virus de manera circulativa no
propagativa, el cual no es transmitido por via transovarica (Chagas et al., 1984;
Novelli et al., 2005; Bastianel et al., 2010).

2.2.2 Citrus leprosis virus cytoplasmic type 2 (CiLV-C2).

CiLV-C2 es un miembro del género Cilevirus con caracteristicas morfologicas y
estructurales similares a las de CiLV-C. El genoma CiLV-C2 tiene 13706 nt de
longitud, es bipartita y estd compuesto por un RNA 1 de 8717 nt y un RNA 2 de
4989 nt. Ambos RNAs tienen en el extremo terminal 3’ una cola poli (A) (Roy et al.,
2013a). De igual forma, la organizacién del genoma de CiLV-C2 es similar a la de
CiLV-C, el RNA 1 de CiLV-C2 tiene dos ORFs, mientras que el RNA 2 contiene

cinco ORFs.
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El ORF 1 del RNA 1 inicia en la posicion nucleotidica 119 y termina en la posicion
7633, esta region codifica una poliproteina larga (p285) con cinco dominios o
regiones. El primer dominio denominado MTR, va del nucleétido 503 al 1486 (328
aa), y el tercer dominio nombrado rRNA FtsJ-MTR, del nucle6tido 2975 al 3256
(94 aa), estos dominios estan involucrados en el mRNA capping en CiLV-C y otros
géneros de virus RNA de cadena sencilla con sentido positivo. EI segundo dominio
de la p285 es similar a una cisteina proteasa (C-Pro), nucle6tidos 2174 al 2500
(109 aa). El cuarto y quinto dominio del ORF 1, son una Helicasa (Hel) viral de la
super familia 1, nucleo6tidos 4757 al 5620 (288 aa) y una RNA polimerasa
dependiente del RNA (RdRp), nucleétidos 6257 al 7576 (440 aa) miembro de la
super familia RdRp_2, las cuales desempefian multiples funciones en las distintas
etapas de la replicacion del virus (Hull, 2009; Roy et al., 2013a). El ORF 1 de
CiLV-C2 tiene un maximo de identidad de nucledtidos y de aminoacidos de ~60%
con relacion al ORF 1 de aislamientos de CiLV-C. Los dominios conservados
MTR, C-Pro, FtsJ-MTR, Hel, y RdRp, tienen porcentajes de identidad de
secuencias de aminoacidos del 73, 68, 55, 61, y 75 al 77%, respectivamente, con
relacion a secuencias de CiLV-C de Brasil y Panama. EI ORF 2 del RNA 1 de
CiLV-C2 codifica una proteina putativa de la capside o cubierta proteica (CP) de
264 aa (p29); es decir, 1 aa mas larga que la correspondiente proteina de CiLV-C.
El gen putativo de la cubierta proteica-CPG de CiLV-C2 tiene sélo 47 al 48% de
identidad de secuencia de nucledtidos y 33% de identidad de secuencia de

aminoéacidos con relacion al CPG de aislamientos de CiLV-C (Roy et al., 2013a).

Los cinco ORFs del RNA 2 de CiLV-C2 codifican cinco proteinas hipotéticas con
masas moleculares de 15, 7, 61, 32, y 24 kDa, respectivamente, similares a las
codificadas por CiLV-C. No obstante, el pequefio ORF que codifica para la
proteina hipotética (p7) no se encuentra presente en el RNA 2 de CiLV-C. La
traduccion de p7, ORF 2 RNA 2 de CiLV-C2, se origina en el nucledtido 645 y
contiene un dominio transmembranal putativo entre los nucleétidos 762 y 830.

Después de una regién no traducible (UTR) intermedia de 643 nt, se inicia la
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traduccion del ORF 3 del RNA 2 de CiLV-C2 especificamente en el nucleétido
1493, el cual codifica una proteina de 61 kDa. Una sefial de clivaje de péptidos fue
encontrado en la secuencia de aminoacidos del ORF 3 entre los nucleotidos 1493
al 1546; ademas, también fue identificado un dominio transmembranal putativo
entre los nucleétidos 2903 al 2971. La longitud total del ORF 4 es de 879 nt, el
ORF 4 es el unico ORF en el RNA 2 que tiene un dominio de movimiento (MP)
conservado similar al de la super familia 3A/RNA2 de MPs de varios virus RNA de
cadena sencilla con sentido positivo. EI ORF 5 contiene 621 nt y codifica una
proteina de 24 kDa (p24), contiene ademas cuatro dominios transmembranales
putativos en los nucleotidos 4148 al 4201, 4259 - 4327, 4346 - 4405 y 4463 al
4522. Los ORFs 1, 3, 4 y 5 del RNA 2 de CiLV-C2 tienen porcentajes maximos de
identidad de secuencia de aminoacidos del 14, 30, 49 al 51, y 60%,
respectivamente, con relacion a secuencias de CiLV-C. Ambas regiones no
traducibles (UTRs) en el 5’ de CiLV-C2 fueron mas largas que las regiones (UTRS)
del 5’ de aislamientos de CiLV-C. Alineamiento de secuencias de las regiones
(UTRs) 5 del RNA 1y del RNA 2 de CiLV-C2 no presentaron ninguna secuencia
conservada de mas de cuatro nucledtidos. Sin embargo, las secuencias de
nucleotidos del RNA 1y el RNA 2 de CiLV-C2 en el extremo no traducible (UTRS)
3’ fueron similares entre si. La region no codificante del RNA 1 tiene una longitud
de 224 nt y la del RNA 2 350 nt (Roy et al., 2013a). La comparacion entre la
estructura y organizacion de los genomas de CiLV-C2 y CiLV-C se muestra en la

figura 9.
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Figura 9. Esquema comparativo de la estructura y organizacion del genoma
de CiLV-C2y CiLV-C

393 nt 894 nt 238 nt
DQ157465/ smc — y
Gcane " o oo
= sant Troum .

645 nt

Fuente: Roy et al., 2013a. Phytopathology Vol. 103, No. 5:488-500.

Los sintomas y alteraciones morfo-anatomicas producidas por CiLV-C2 son
similares a las causadas por CiLV-C. Las lesiones ocasionadas por CiLV-C2 sobre
los distintos tejidos se pueden observar en las figuras 10y 11.

Figura 10. Lesiones en foliolos y ramas ocasionadas por CiLV-C2

Fig. 10. A: Lesiones en foliolos ocasionadas por CiLV-C2. B: Lesiones en ramas ocasionadas por
CiLV-C2. Fuente: Roy et al., 2013a. Phytopathology Vol. 103, No. 5:488-500.
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Figura 11. Lesiones en fruto ocasionadas por CiLV-C2

Fuente: Roy et al., 2013a. Phytopathology Vol. 103, No. 5:488-500.

CiLV-C2 es transmitido por acaros del género Brevipalpus, principalmente por B.
phoenicis (Geijkes). CiLV-C2 es un nuevo miembro del género Cilevirus y en la
actualidad esta unicamente reportado en Colombia infectando especies del género

Citrus y la especie Swinglea glutinosa (Roy et al., 2013a).

2.2.3 Citrus leprosis virus nuclear type (CiLV-N).

CiLV-N es un posible miembro del género Dichorhavirus (Dichorhabdovirus) donde
Orchid fleck virus (OFV) es la especie tipo (Dietzgen et al.,, 2014; Peng et al.,
2013; Roy et al., 2013c).

CiLV-N es un virus de particulas cortas baciliformes de 40-50 nm de ancho y de
100-110 nm de longitud, desprovistas de membrana. Estas particulas se puede
encontrar en el ndcleo y el citoplasma usualmente asociadas con membranas
(Kitajima et al., 1972). En el nucleo de células infectadas se observan viroplasmas
o sitios de replicacion como se muestra en la figura 12. CiLV-N es transmitido por

Brevipalpus spp. de manera persistente y propagativa, siendo posiblemente B.
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californicus Banks, 1904 su principal vector (Dietzgen et al., 2014). En el caso de
OFV, B. californicus requiere de un periodo de acceso para inoculacion (IAP)
minimo de 30 minutos para su transmision. Estos &caros tienen la capacidad de
transmitir OFV después de pasar un periodo de latencia de tres semanas sobre un
hospedante resistente al virus (Kondo et al., 2003). OFV es transmitido después
que los acaros han mudado, lo cual sugiere que el virus es circulativo,
proporcionando evidencia adicional de transmision persistente. No obstante, los
virus baciliformes de tipo nuclear como CiLV-N no son transmitidos mediante via

transovarica (Kubo et al., 2011, Dietzgen et al., 2014).

Figura 12. Microscopia electrénica de transmision de células infectadas con
CiLV-N

Fuente: Bastianel et al, 2006. Summa
Phytopathologica. V.32, n.3, p.211- 220.

El genoma bipartita de un aislamiento mexicano de CiLV-N fue recientemente
secuenciado. EI RNA 1 de CiLV-N tiene una longitud de 6268 nt y el RNA 2 de
5847 nt, ambos RNAs tienen en el terminal 3’ una cola poli (A). El RNA 1 contiene
cinco ORFs, el ORF 1 codifica la proteina de la nucleocapside (N), mientras que el
ORF 5 codifica una glicoproteina (G) (Kondo et al., 2006). El ORF 2, ORF 3y ORF
4 codifican proteinas putativas con funciones conocidas, el ORF 2 codifica una

fosfoproteina (P), el ORF 3 codifica una proteina de movimiento célula a célula y el
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ORF 4 codifica una proteina de la matriz (M) (Peng et al., 2013) como se indica en

la figura 13.

Figura 13. Esquema de la estructura y organizacion gendémica del RNA 1 de
CiLV-N

[i £ [1K 1,500 £K [2.500 Bk 3,500 [ak 2,500 5K |5,500 | . 6.268]

Proteina de Movimiento

(SEIES : . Célula-Célula (MP) Glicoproteina (G)
AGHg15ea.1 Proteina de la Nucleocapside (N) AGNS1570.1 | AGNI197Z1 S > >
AGNS1971.1
AGN91965.1 I S Proteina de la Matriz (M)
9'UTR Features Fosfoproteina (P)
[FUTR] W
5'UTR Features

[5UTA]

Fuente: GenBank® Graphics (KF209275.2)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF209275.2?report=graph&log$=seqview

El RNA 2 de CiLV-N contiene so6lo un ORF, que constituye el modulo de
replicacion, el cual codifica la RNA polimerasa dependiente de RNA-RdRp (L)
(Roy et al., 2013c), como se visualiza en la figura 14.

Figura 14. Esquema de la estructura y organizacién gendémica del RNA 2 de
CiLV-N

1 500 [1K 1,500 2K |2.500 [3K |a,500 [4K |4.500 5K | 5,860
Sequence
rrrERRRRTRRRTRRRRRTRRRRRRRRRRRRRRTRRRTTRRTRRRRTRRRR»>y
Genes
AGN91873.1
> » > »> 3 » > »> >

3'UTR Features RNA polimerasa dependiente de RNA-RdRp (L)

[3uTe] B

5'UTR Features

Fuente: GenBank® Graphics (KF209276.1)
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/KF209276.1?report=graph&log$=seqview
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El porcentaje de identidad entre secuencias de los ORFs del RNA 1y RNA 2 de
CiLV-N oscila entre 90% y 91%, nucleétidos, y 93% y 98%, aminoacidos, con
relacién a las secuencias de OFV GenBank® AB244417 y AB516442, RNA 1, y
Genbank® AB244418 y AB516441 para el RNA 2, respectivamente. De acuerdo a
lo anterior, CiLV-N es posiblemente una raza o cepa de OFV que infecta citricos
(Roy et al., 2013c).

Las alteraciones morfo-anatémicas producidas por CiLV-N sobre los distintos
tejidos son similares a las inducidas por CiLV-C. Con la diferencia que las lesiones
en foliolos ocasionadas por CiLV-N son aparentemente mas pequefias y se
presentan en mayor cantidad en comparacion con las lesiones producidas por
CiLV-C, tal y como se observa en la figura 15.

Figura 15. Lesiones foliares ocasionadas por CiLV-N en naranja dulce

A B
Fig. 15. Ay B: Lesiones foliares ocasionadas por CiLV-N. Fuente: Bastianel et al., 2010. Plant
Disease 94 (3):284-292.

De igual manera, tanto en foliolos como frutos, las lesiones causadas por CiLV-N
se presentan en mayor numero. La estructura de una lesion madura o mas
longeva ocasionada por CiLV-N es similar en foliolos y frutos, debido que se

puede observar la presencia de tres regiones distintas: un centro necroético, un
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halo intermedio de color naranja y un halo clorético mas externo (Marques et al.,

2010), figura 16.

Figura 16. Detalle de una lesion ocasionada por CiLV-N en fruto

Nc — centro necrético; |h — halo intermedio; Ch — halo clorético.
Fuente: Marques et al., 2010. Anais da Academia Brasileira de
Ciéncias. 82(2): 501-511.

2.2.4 Hibiscus green spot virus 2 (HGSV 2).

HGSV 2 es la especie tipo del género Higrevirus, el cual se encuentra a la espera
de ratificacion por el International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
(Melzer et al., 2012b). HGSV 2 fue aislado de Citrus volkameriana en Hawaii
causando sintomas similares a los de leprosis de los citricos sobre foliolos y
ramas. Este es un virus de particulas baciliformes cortas de ~30 nm por 50 nm

asociadas al citoplasma (Melzer et al., 2012a) como se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Microscopia electronica de transmision de células infectadas con
HGSV 2

CW: pared celular; M: mitocondria; V: vacuola. Barra = 250 nm.
Fuente: Melzer et al., 2012. Phytopathology Vol. 102, No. 1. 122-127.

HGSV 2 es un virus tripartita, el RNA 1 tiene una longitud de 8354 nt, excluyendo
la cola poli (A), y posee un ORF largo que codifica una proteina de 273 kDa (2645
aa). Esta proteina putativa contiene los dominios metiltransferasa (aa 129 al 533),
cisteina proteasa (aa 717 al 829), helicasa (aa 1610 al 1896) y RdRp2 (aa 2126 al

2565) como se visualiza en la figura 18.

Figura 18. Esquema de la estructura y organizacion del genoma de HGSV 2

02 4 & 8 e
1
41 MTR C-PRO HEL RdRp [—Aam
RNA1 (8.4kb)
2 3 HGSV
-E- 39 H""“ 33 | 29 “M
RNA2 (3.2kb) RNA3 (3.1kb)

Fuente: Melzer et al., 2012. Phytopathology Vol. 102 No. 1.
122-127

43



Los dominios metiltransferasa, helicasa y RdRp tienen un 38, 37, y 48% de
identidad, respectivamente, con relacion a los mismos dominios del CiLV-C. El
RNA 2 tiene una longitud de 3169 nt, excluyendo la cola poli (A), y posee cuatro
ORFs los cuales, en sentido 5 a 3’, codifican proteinas putativas con pesos
moleculares de 50, 39, 9, y 6 kDa, como se muestra en la figura 18. La proteina de
50 kDa no esta relacionada con otras proteinas presentes en las bases de datos
de proteinas y el GenBank®. Sin embargo, las proteinas de 39, 9 y 6 kDa tienen
caracteristicas similares a las del médulo de movimiento en virus de plantas de
triple bloque de genes TGBpl, TGBp2 y TGBp3 (Melzer et al., 2012). La proteina
de 39 kDa posee siete motivos tipicos de las helicasas virales, pero carece de la
region caracteristica de residuos cargados positivamente encontrados en el
extremo N-terminal de algunos otros TGBpls. La proteina de 9 kDa contiene dos
regiones transmembranales hidrofébicas y algunos residuos sefial de TGBp2. La
proteina de 6 kDa posee una region unica transmembranal hidrofébica
caracteristica de algunos TGBp3s (Melzer et al., 2012). El RNA 3 tiene una
longitud de 3113 nt y posee tres ORFs, que codifican proteinas putativas de 33, 29
y 23 kDa como se observa en la figura 18. Las proteinas de 33y 29 kDa presentan
baja identidad con relacidon a otras secuencias depositadas en las bases de datos
de proteinas y el GenBank®. No obstante, la proteina de 23 kDa es un ortélogo de
la proteina p24 de CiLV-C, las cuales tienen 26% de identidad (Melzer et al.,
2012).

Las lesiones ocasionadas por HGSV 2 en Citrus volkameriana en Hawaii tienen
caracteristicas similares a las producidas por agentes etioldgicos de la leprosis de
los citricos. En ramas se observan lesiones circulares u ovaladas que presentan
un ligero levantamiento del tejido y en foliolos se presentan manchas cloréticas las
cuales son mas prominentes durante los meses mas frios y atenuadas en los
meses calidos como se indica mediante las flechas blancas en la figura 19 (Melzer
et al., 2012).
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Figura 19. Lesiones ocasionadas por HGSV 2 en ramas y foliolos de Citrus

volkameriana

Dec 6. 2009 Jan 17, 2010 May 1112010

Fuente: Melzer et al., 2012. Phytopathology Vol. 102
No. 1. 122-127. Barra= 1cm

2.3 METODOS DE DETECCION DE VIRUS ASOCIADOS A LA LEPROSIS DE
LOS CITRICOS

2.3.1 Pruebas inmunoenzimaticas para deteccion de CiLV-C.

Histéricamente la leprosis de los citricos ha sido diagnosticada visualmente por los
sintomas caracteristicos ocasionados por CiLV-C sobre sus hospedantes o
mediante la realizacion de microscopia electrénica de transmision-TEM (Colariccio
et al., 1995; Kitajima et al., 2003). A pesar de presentar sintomas caracteristicos,
la leprosis de los citricos, puede ser dificil de diferenciar del cancro de los citricos,
causado por Xanthomonas citri subsp. citri (Schaad et al., 2006), por inspectores

con menos experiencia, debido a la similitud de ambos sintomas.
Los métodos de diagnostico basados en serologia son sensibles, precisos,

confiables, econdmicos y no requieren de equipos muy CcOStosOS, Servicios

especializados y personal altamente capacitado. La naturaleza inestable de CiLV-
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C hace que la produccion de anticuerpos a partir de virus purificados sea un
proceso complicado (Locali et al., 2003). Por lo tanto, la expresion recombinante
de la proteina de la capside en Escherichia coli y su posterior purificacion ha sido
un proceso alternativo para el desarrollo de anticuerpos para deteccién de CiLV-C,
considerando que la secuencia del genoma completo de mencionado virus se
encuentra disponible en el GenBank® (Locali-Fabris et al., 2006; Pascon et al.,
2006). De tal manera que la expresion in vitro de la proteina p29 de CiLV-C
seguida por la produccion de anticuerpos son utilizados en la actualidad para el
diagnéstico de la leprosis de los citricos ocasionada por CiLV-C mediante técnicas
inmunoenzimaticas como: PTA-ELISA (Plate Trapped Antigen-Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), Western Blot, Tissue Blot, Inmunolocalizacion in situ (in
situ immunolocalization) e immunogold labeling. A través de la aplicacion
sistematica de los métodos anteriores se logré desarrollar un anticuerpo policlonal
para la deteccion de la proteina p29 del CiLV-C, el cual es altamente especifico,
no reacciona inespecificamente con plantas de citricos sanas y plantas infectadas
con otros virus citoplasmaticos y nucleares del mismo grupo transmitidos por
acaros del género Brevipalpus (VTBr) (Calegario et al., 2013). De igual manera,
Choudhary et al., 2013 también utilizaron el gen p29 del genoma de CiLV-C pero
optimizado a nivel de la secuencia de aminoacidos (codones) para expresion en
Escherichia coli y sintesis in vitro. El anticuerpo policlonal asi generado, CREC-13
IgG, fue empleado exitosamente en la deteccion de CiLV-C en tejido infectado y
sintomatico mediante DAS-ELISA (Double-Antibody Sandwich Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), ELISA indirecta y DBIA (Dot-Blot Immunoassay)
(Choudhary et al., 2013).

2.3.2 Pruebas para deteccion de agentes etioldgicos de la leprosis de los citricos
mediante RT-PCR.

En el afio 2003 parte del genoma de CiLV-C fue secuenciado generando asi la
primera herramienta de deteccion molecular para este agente causal de la leprosis

de los citricos (Locali et al., 2003). Durante esa investigacion se evaluaron
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iniciadores especificos disefiados para amplificar regiones genémicas de CiLV-C
gue codifican la proteina putativa de movimiento (MP) y la proteina putativa de la
replicasa (Rep). En las tablas 1 y 2 se observan las secuencias de los iniciadores
inicialmente reportados que fueron disefiados a partir de los genes putativos MP y
Rep, respectivamente, para deteccion de CiLV-C mediante RT-PCR.

Tabla 1. Secuencia de iniciadores disefiados a partir del gen MP de CiLV-C

Nombre del Iniciador Secuencia ¥ - 3’ Frag_m_ento
amplificado
MPF GCGTATTGGCGTTGGATTTCTGAC 339 pb
MPR TGTATACCAAGCCGCCTGTGAACT P

Fuente: Locali et al., 2003

Los iniciadores consignados en la tabla 1 amplifican una regién de 339 pb del gen

putativo de la proteina de movimiento (MP) de CiLV-C.

Tabla 2. Secuencia de iniciadores disefiados a partir del gen Rep de CiLV-C

Nombre del iniciador Secuencia 5’ - 3’ Fragm_ento
amplificado
RepF GATACGGGACGCATAACA 402 pb
RepR TTCTGGCTCAACATCTGG P

Fuente: Locali et al., 2003

Los iniciadores consignados en la tabla 2 amplifican una regién de 402 pb del gen

putativo de la proteina de la replicasa (Rep) de CiLV-C.

La secuenciacion completa del genoma de CiLV-C (Locali-Fabris et al., 2006;
Pascon et al., 2006) también permitié disefiar otras parejas de iniciadores
especificos a partir de los distintos genes ubicados en el RNA 1y RNA 2 de CiLV-
C.

Luego de la identificacion y caracterizacion de CiLV-C2, a partir de la
secuenciacion completa de su genoma (Roy et al., 2013a) se disefiaron y
evaluaron nuevos iniciadores especificos para deteccion de CiLV-C2. Lo cual ha

permitido que una pareja de iniciadores diseflados para amplificar el gen putativo

47



de la cubierta proteica (CP) de CiLV-C2 mediante RT-PCR fuera utilizada para el
diagnostico de la enfermedad en Colombia. Es importante resaltar que en la
actualidad Colombia es el Unico pais en el cual se ha reportado CiLV-C2
infectando hospedantes del género Citrus y la especie Swinglea glutinosa (Roy et
al., 2013a) y tal vez, este virus sea el principal agente causal de la leprosis de los
citricos en el pais. La secuencia de la pareja de iniciadores especificos utilizados
para amplificar el gen putativo de la CP de CiLV-C2 se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Secuencia de iniciadores diseifiados para amplificar el gen CP de
CiLVv-C2

Nombre del iniciador Secuencia 5 -3’ Frag_mento
amplificado
CiLV-C2-CPG-F ATGAGTAACATTGTGTCGTTTTCGTTGT 795 bb
CiLV-C2-CPG-R TCACTCTTCCTGTTCATCAACCTGTT P

Fuente: Roy et al., 2013a

Los iniciadores consignados en la tabla 3 generan un producto amplificado de 795

pb del gen putativo de la proteina de la cubierta proteica (CP) de CiLV-C2.

Recientemente fue reportado Citrus leprosis virus nuclear type (CiLV-N) en
Colombia (Roy et al., 2014). Los iniciadores especificos para amplificar una region
parcial de 681 pb del gen de la nucleocapside (N) y del gen completo (552 pb) que
codifica para la proteina putativa de la matriz (M) de CiLV-N se observan en las

tablas 4 y 5, respectivamente.

Tabla 4. Secuencia de iniciadores disefiados a partir del gen N de CiLV-N

Nombre del iniciador Secuencia 5’ -3’ Fragnjento
amplificado
CiLV-N-NPF ATGGCTAACCCAAGTGAGATCGATTA 681 bb
CiLV-N-NPR AGTTGCCTTGAGATCATCACATTGGT P

Fuente: Roy et al., 2014
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Tabla 5. Secuencia de iniciadores disefiados a partir del gen M de CiLV-N

Nombre del iniciador Secuencia ¥ -3’ Frag_m_ento
amplificado
CiLV-N-MF ATGTCTAAACAGATTAATATGTGCACTGTG 552 pb
CiLV-N-MR CTAACCACTGGGTCCCGC P

Fuente: Roy et al., 2014

En forma similar, Hibiscus green spot virus 2 (HGSV 2) el cual infecta Citrus
volkameriana en Hawaii y ocasiona sintomas similares a los de leprosis de los
citricos sobre foliolos y ramas, es detectable haciendo uso de una pareja de
iniciadores denominados 896/897 que tienen como blanco una region de
nucledtidos en la posicion 4940 a la 5137 nt del dominio de la RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp) RNA 1 del HGSV 2 (Melzer et al., 2012a). La
secuencia de los iniciadores especificos utilizados para la deteccion de HGSV 2
mediante RT-PCR se consignan en la tabla 6.

Tabla 6. Secuencia de iniciadores disefiados a partir del dominio RdRp del
RNA 1 de HGSV 2

Nombre del iniciador Secuencia ¥ - 3’ Fragm_ento
amplificado
896 GCGACGGGAAAAATACTGAAG 198 ob
897 CGCAGTCACAGACGTAAAC b

Fuente: Melzer et al., 2012a

Los iniciadores consignados en la tabla 6 amplifican una regién de 198 pb del
dominio RdRp del RNA 1 de HGSV 2.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION Y TIEMPO

La investigacién se desarrollé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Facultad de Ciencias Agrarias en la Universidad Nacional de Colombia-Sede
Bogota, entre los afios 2011 y 2014.

3.2 METODOLOGIA

Con el fin de determinar un mecanismo preciso que permitiera la solucion del
problema planteado se disefid un esquema de trabajo en donde las distintas fases

de la investigacion se observan en la figura 20.

3.2.1 Disefio de iniciadores especificos para deteccién y discriminacion de CiLV-C
y CiLV-C2.

Dos parejas de iniciadores especificos fueron disefiados, CiL-p32-F/CiL-p32-R y
p24-T2-F/p24-T2-R, la primera pareja sobre el gen p32-MP de CiLV-C2 y CiLV-C,
y la segunda pareja que abarca la regién 3’ final del gen p24 y una parte de la
region 3’ no traducible (UTR) del RNA 2 de CiLV-C2.

Los genes p32-MP y p24 se encuentran ubicados en el RNA 2. Por lo tanto,
secuencias identificadas con los cddigos de accesion NC_008170.1, DQ388513.1
y DQ157465.1, del RNA 2 de CiLV-C y la secuencia JX000025.1 del RNA 2 de
CiLV-C2 fueron descargadas del GenBank® del National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Bethesda, MD) y alineadas con el programa MEGA® 5.2.2
(Tamura et al., 2011) mediante el algoritmo MUSCLE® (Multiple Sequence
Comparison by Log-Expectation) (Robert, 2004).
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Figura 20. Diagrama de las fases de la investigacion
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Los iniciadores generados en esta investigacion fueron disefiados utilizando
programas y algoritmos disponibles en la Web: Primer3® (Rozen & Skaletsky,
2000), BLASTn® (Altschul et al., 1990), y mfold® (Zuker, 2003). Los valores
minimos, 6ptimos y méaximos de los parametros usados en el programa Primer3®
para seleccién de los iniciadores Optimos fueron: temperatura de disociacion
(melting) de los iniciadores (PrimerTy) 57, 60, y 60°C, respectivamente, porcentaje
de GC% de los iniciadores 45, 50, y 55%, respectivamente. Se seleccion6 el valor
mas bajo posible para un maximo de auto-complementariedad (maximun self
complementarity) y un valor de cero (0) para un maximo de auto-
complementariedad en el extremo 3 del iniciador (maximum 3 self
complementarity), el maximo namero Poli-X (maximun poly-X) fue 3, el resto de los
parametros fueron mantenidos por defecto (Arif y Ochoa-Corona, 2013). Los
iniciadores fueron sintetizados por Invitrogen® (Carlsbad, CA, USA) a una escala
de 50 nM.

3.2.2 Recoleccidon de muestras de tejido vegetal.

Muestras de foliolos, tallos y frutos de naranja (Citrus sinensis) con sintomas de
leprosis de los citricos fueron colectadas en los departamentos de Meta y
Casanare, con el apoyo de funcionarios de la Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria-Corpoica y funcionarios del Instituto Colombiano
Agropecuario-ICA de las seccionales de Meta y Casanare. En cada sitio de
muestreo se tomaron seis muestras, para un total de 36 muestras en los dos
departamentos. La georeferenciacion de los puntos muestreados se presenta en la
tabla 7.

Las muestras fueron empacadas a temperatura ambiente entre capas de papel

periddico al interior de bolsas plasticas perforadas y se diligenciaron los datos
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consignados en el formato para recoleccion de muestras el cual se observa en la

figura 21.

Tabla 7. Georeferenciacion de los sitios muestreados

P03|c,|qn Ubicacién Departamento | Conversion TAnEe ¢
geografica muestras
N: 05° 13’ 11.5” Yopal Casanare 5.219861, 6
W: 072° 23’ 44.4” -72.395667
N: 05° 23’ 29.2” Yopal Casanare 5.391444, 6
W: 072° 25’ 33.8” -72.426056
N: 05° 26’ 17.4” Yopal Casanare 5.438167, 6
W: 072° 16’ 58.5” -72.282917
N: 04° 03’ 41.8” C.l. La Libertad Meta 4.061611, 6
W: 073° 27’ 47.6” (Villavicencio) -73.463222
N: 03° 52’ 53.1” Guamal Meta 3.881417, 6
W: 073°45 44.7” -73.762417
N: 04° 22’ 28.5” C.l. Taluma Meta 4.374583, 6
W:072°13 37.7” (Pto/Lopez) -72.227139

Figura 21. Formato para recoleccion de muestras

ie
1 g‘ T l'.\']\'!:}‘lh[_l}.-\ll
- ¥.1 NACIONAL
3 % DE COLOMBIA

v« SEDE BOGOTA

FORMATO PARA RECOLECCION DE MUESTRAS

DESARROLLO DE UN SISTEMA PARA DETECCION Y DISCRIMINACION DE CiLV-C Y CiLV-C2 EN COLOMBIA

Muestra No.__

Tipo de Muestra:

Fruto Hoja/Foliolo Corteza

Fecha:
DD MM/ AAS
Nombre de la Plantacién: Departamenta:
Municipio/Ciudad/Vereda:
Tamarnio de la Muestra (NOmero de Foliclos, Frutos y/o Corteza -Troncos wio Ramas-):
Epoca del muestreo: Alta precipitacion (Tiempo lluvioso) _ Baja precipitacion (Tiempo seco)

Variedad: Edad del Material:

Georeferenciacion de la Plantacion:

Sintomas u Observaciones del Material Recolectado:

El mapa con los sitios muestreados en los departamentos de Meta y Casanare se

observa en la figura 22.
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Figura 22. Mapa de los puntos de recoleccion de muestras en los

departamentos de Meta y Casanare
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3.2.3 Extraccién de RNA total.

La extraccion de RNA total a partir de foliolos, tallos y frutos se realiz6 con el
reactivo TRIzol® Invitrogen® No. Cat. 15596-026, siguiendo las instrucciones de la
casa comercial, como se observa en el anexo A. El RNA total extraido de cada
muestra se cuantificé por duplicado con el espectofotdmetro NanoDrop® (Thermo
Fisher Scientific Inc., Worcester, MA). La pureza del producto se observé en una
relacion de absorbancia A260/280, para determinar la contaminacion por proteinas

durante el proceso de extraccion.

3.2.4 Estandarizacion de la metodologia de transcripcion reversa-reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) convencional para deteccion y discriminacion
de CiLV-Cy CiLV-C2.

Como control interno de la RT-PCR se amplificé un fragmento de 181 pb que
codifica una region de la proteina NADH dehydrogenase 5 (Nad5) mitocondrial, la
secuencia de los iniciadores universales utilizados como controles internos de

reaccion se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Secuencia de iniciadores universales Nad5 como controles internos
de RT-PCR

Nombre del iniciador Secuencia 5 - 3’ Fragnjento
amplificado
nad5-sentido GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT 181 pb
nad5-antisentido CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA P

Fuente: Menzel et al., 2002

Se realiz6 una RT-PCR en dos pasos, la transcripcion reversa (RT) fue realizada
utilizando 2 uL de RNA total (50 ng/uL), 1,0 uL de iniciador hexameros (random
hexamers) (50 uM), 1,0 uL de mezcla de dNTPs (100 mM) y agua ultra pura-grado
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molecular adicionada hasta un volumen final de 12,5 uL. Las muestras fueron
denaturadas a 70 °C durante 5 minutos y puestas en hielo. Posteriormente una
mezcla de 4 uL de tampon (buffer) RT 5X (5X First-Strand Buffer [250 mM Tris-
HCI, 375 mM KCI, 15 mM MgCly]), 2 uL de DTT (0,1 M), 0,5 uL de RNaseOUT™
(40 U/uL) (Invitrogen®), 1,0 uL de enzima M-MLV (200 U/pL) No. Cat. 28025-013
de Invitrogen® fue adicionada a la primera mezcla. La reaccién fue incubada a 37
°C durante 90 minutos. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consistio
en 2 uL de cDNA, 2,5 uL de tampoén (buffer) PCR 10X (200 mM Tris-HCI, 500 mM
KCI), 0,9 uL de MgCl; (50 mM), 0,5 uL de mezcla de dNTPs (100 mM), 0,3 uL de
cada iniciador especifico (10 uM), 0,2 uL de Tag-DNA polimerasa (5 U/uL) No.
Cat. 11615-010 de Invitrogen® y agua ultra pura-grado molecular hasta un
volumen de 25 pL. Todas las reacciones con sus ciclos de temperatura y tiempos
correspondientes se llevaron a cabo en un termociclador (C1000) Bio-Rad®. El
programa de PCR, para todas las parejas de iniciadores evaluados en la
investigacion, consistié de denaturacion inicial a 94 °C durante 3 minutos, seguido
por 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos (denaturacion), 60 °C por 30 segundos
(hibridaciéon de los iniciadores), 72 °C durante 40 segundos (temperatura de
extension). Un ciclo de extension final de 5 minutos a 72 °C fue adicionado al

programa.

Después de la amplificacion, 10 uL de producto PCR de cada reaccion fueron
expuestos a una migracion electroforética, a 60V durante 65 minutos, en gel de
agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio (0,5 ug/mL) en tampon (buffer) TAE
1X (Tris acetato-EDTA) y visualizados en un documentador de imagenes Bio-Rad®
mediante el programa Quantity One® - 4.6.7. La identificacién de la longitud de los
fragmentos amplificados se hizo con relacibn a un marcador de extensién o
longitud de 100 pb (Tracklt™ Ref. 10488-058) de la casa comercial Invitrogen®.
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3.2.5 Secuenciacion de productos amplificados.

Dos muestras de cada punto de muestreo fueron analizadas mediante
secuenciacion. Los productos de amplificacion obtenidos mediante RT-PCR fueron
purificados y secuenciados directamente con iniciadores sentido y antisentido
especificos a partir de las muestras colectadas en los departamentos de Meta y
Casanare. La purificacién de estos fragmentos amplificados se realizé con el
producto comercial PureLink® Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo
Kit de Invitrogen® No. Cat. K220001. El protocolo de purificacién a partir de
producto de PCR se observa en el anexo B.

Los productos amplificados y purificados fueron secuenciados en el Core Facilities
del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad Estatal de
Oklahoma (Stillwater, OK, USA). La secuenciacion se realiz6 mediante “BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing” usando electroforesis capilar y un
secuenciador automatico de DNA ABI Modelo 3730, con capacidad de secuenciar
800 pb con 99% de exactitud.

3.2.6 Documentacion, interpretacion y analisis de resultados.

Las secuencias sentido y antisentido de las respectivas regiones amplificadas
fueron editadas en la plataforma Geneious® R6.1.7, a partir de los
electroferogramas en formato .abl, con el fin de obtener las secuencias consenso
corregidas. Los parametros de calidad para edicion de las secuencias fueron
mantenidos por defecto. Posterior a la edicién y obtencién de las secuencias
consensos de las longitudes esperadas, estas fueron analizadas mediante el
algoritmo BLASTn (Altschul et al., 1990) del NCBI® con el objetivo de verificar la
identidad de las secuencias obtenidas en relacion a otras secuencias depositadas

en el GenBank®.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, se establecié un banco de RNAs y
cDNAs positivos de CiLV-C y CiLV-C2 para referencia futura y conservaciéon a —
80 °C. Los RNAs y cDNAs fueron conservados segun el protocolo descrito en el

anexo C.

3.2.7 Inferencia de la historia evolutiva de las regiones diagnosticas (genes) p24 y
p32 de CiLV-C y aislamientos de CiLV-C2.

Con el fin de estudiar la historia evolutiva de las regiones diagndsticas (genes) p24
y p32, de CiLV-C y aislamientos de CiLV-C2, amplificadas con los iniciadores p24-
T2-F/p24-T2-R y CiL-p32-F/CiL-p32-R, se realiz6 un andlisis a partir de los
meétodos de inferencia bayesiana y maxima parsimonia. Se generd una matriz
combinada de 15 taxones y 273 nucleotidos a partir de dos regiones parciales de
los genes p24 y p32 de virus del género Cilevirus. El alineamiento de las
secuencias se realiz6 con el programa MEGA® 5.2.2 (Tamura et al., 2011)
mediante el algoritmo MUSCLE®, aplicando una penalidad de apertura de gap de
500 (Gap open) y una extension de gap de 50 (Gap extend), las dos particiones se

alinearon de manera independiente.

3.2.7.1 Inferencia Bayesiana.

El modelo de substitucién nucleotidica se selecciond independientemente para
cada particion mediante jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008) utilizando el Criterio
Bayesiano - BIC (Bayesian information criterion). El analisis bayesiano se realizé
con el programa MrBayes 3 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003). Los parametros
del analisis fueron, 2 particiones (gen p32 y gen p24), 2 corridas, 1 cadena friay 4
calientes, 10.000.000 de generaciones, una frecuencia de muestreo de los arboles
(samplefreq) cada 100 generaciones y un numero de arboles descartados (sumt
burnin) del 25%. El resto de condiciones incluidas en el analisis fueron las

reportadas por jModelTest. El arbol de las regiones diagnosticas (genes) p24 y
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p32 resultado del andlisis bayesiano fue visualizado mediante el programa FigTree
v1.2.2.

3.2.7.2 Méxima Parsimonia.

Se realizdé un andlisis de maxima parsimonia con el programa PAUP* 4.0b10
(Swofford, 2002), con una estrategia de busqueda heuristica y de intercambio de
ramas TBR (tree-bisection-reconnection), se seleccioné un nimero maximo de
arboles (set max trees) con un incremento automético de 100 en 100, con adicion
de secuencias una a una (stepwise addition) y al azar con 10 repeticiones. Las
inserciones o deleciones de caracteres (gaps) fueron tratados como datos
faltantes. Los nucledtidos o caracteres se trataron bajo un criterio de no aditividad
y se excluyeron los caracteres no informativos. Para los arboles mas
parsimoniosos (most parsimonious trees - MPT) o arboles fundamentales fue
calculada la longitud (L), indice de consistencia (Cl) e indice de retencion (RI).
Cuando mas de un arbol parsimonioso fue encontrado se realiz0 un consenso
estricto. El soporte de los clados fue estimado con un bootstrap (Felsenstein,
1985) de 10.000 réplicas en PAUP.

3.2.8 Ajustes de la metodologia de transcripcidn reversa-reaccion multiple en
cadena de la polimerasa (RT-mPCR) para deteccion y discriminacion de CiLV-C y
CiLV-C2.

La RT-mPCR se estandariz6 en dos pasos, la transcripcion reversa (RT) fue
realizada utilizando 3 puL de RNA total (50 ng/uL), 1,0 uL de iniciador hexameros
(random hexamers) (50 uM), 1,0 uL de mezcla de dNTPs (100 mM) y agua ultra
pura-grado molecular adicionada hasta un volumen final de 12,5 uL. Las muestras
fueron denaturadas a 70 °C durante 5 minutos y puestas en hielo. Posteriormente
una mezcla de 4 uL de tampdn (buffer) RT 5X (5X First-Strand Buffer [250 mM
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Tris-HCI, 375 mM KCI, 15 mM MgCly]), 2 uL de DTT (0,1 M), 0,5 pL de
RNaseOUT™ (40 U/pL) Invitrogen®, 1,0 uL de enzima M-MLV (200 U/uL) No. Cat.
28025-013 de Invitrogen®, fue adicionada a la primera mezcla. La reaccién fue
incubada a 37 °C durante 90 minutos. La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) consistiéo en 3 uL de cDNA, 2,5 uL de tampoén (buffer) PCR 10X (200 mM
Tris-HCI, 500 mM KCI), 1,5 uL de MgCl; (50 mM), 0,5 uL de mezcla de dNTPs
(100 mM), 0,4 uL de la mezcla de iniciadores [2 uM de los iniciadores p24-T2-
F/p24-T2-R y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R (Ochoa-Corona et al., 2009 - secuencias
no publicadas) y 4 uM de los iniciadores CiL-p32-F y CiL-p32-R], 0,3 uL de Tag-
DNA polimerasa (5 U/puL) No. Cat. 11615-010 de Invitrogen® y agua ultra pura-
grado molecular hasta un volumen de 25 pulL. Todas las reacciones con sus ciclos
de temperatura y tiempos correspondientes se llevaron a cabo en un termociclador
(C1000) Bio-Rad®. El programa de PCR consisti6 de una temperatura de
denaturacion inicial de 94 °C durante 3 minutos, seguido por 35 ciclos de 94 °C por
30 segundos, 58 °C por 30 segundos, 72 °C durante 40 segundos. Un ciclo de

extension final de 5 minutos a 72 °C fue adicionado al programa.

Después de la amplificacion, 12 uL de producto PCR de cada reaccion fueron
expuestos a una migracion electroforética, a 60V durante 65 minutos, en gel de
agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio (0,5 ug/mL) en tampon (buffer) TAE
1X (Tris acetato-EDTA) y visualizados en un documentador de imagenes Bio-Rad®
mediante el programa Quantity One® - 4.6.7. La identificacién de la longitud de los
fragmentos amplificados se hizo con relacibn a un marcador de extensién o
longitud de 100 pb (Tracklt™ Ref. 10488-058) de la casa comercial Invitrogen®.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

4.1.1 Disefio de iniciadores especificos para deteccion y discriminacion de CiLV-C
y CiLV-C2.

Una pareja de iniciadores especificos denominados p24-T2-F y p24-T2-R, se
disefid sobre la region terminal 3’ al final del gen p24 y una parte de la region 3’
UTR en el RNA 2 la cual amplifica una region de 384 pb exclusiva de CiLV-C2.
Otra pareja de iniciadores especificos nombrados CiL-p32-F y CiL-p32-R, fue
disefiada a partir del gen p32-MP. Estos iniciadores amplifican una regioén de ~174
pb comidn a CiLV-C y/o CiLV-C2. Es decir, que tienen la capacidad de detectar
coinfecciones de CiLV-C y CiLV-C2; sin embargo, estos iniciadores no discriminan
entre una u otra especie. Debido a lo anterior, fue incorporada una tercera pareja
de iniciadores especificos, denominados CiLV-C-p15F y CiLV-C-p15R (Ochoa-
Corona et al., 2009) (secuencias no publicadas), disefiados sobre el gen p15, que

amplifican una regién de 278 pb exclusiva de CiLV-C.

La tabla 9 muestra la secuencia nucleotidica de los iniciadores especificos
disefiados y utilizados en esta investigacion para detectar y discriminar CiLV-C y
CiLV-C2 mediante transcripcidn reversa-reaccion multiple en cadena de la
polimerasa (RT-mPCR). Ademas se incluye la secuencia de los iniciadores CiLV-
C-p15F y CiLV-C-p15R.
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Tabla 9. Secuencia de iniciadores especificos para deteccion vy
discriminacién de CiLV-Cy CiLV-C2

N_or_nl_are del Secuencia 5 - 3’ Proc_jL_Jcto Virus detectado (s)
iniciador amplificado
p24-T2-F AAAAGTTCCCACTCATCC -
p24-T2-R CTGATCCCAGCTAGAAGA 384 pb CiLv-C2

Disefiados en la investigacion

CiL-p32-F CCATTCCGAATGAGGA

CILp32R  ACACCTTATAAAAGGATGGTC  L74Pb CiLV-Cylo CiLV-C2
Disefiados en la investigacion
CILV-C-p15F  TTTCTGGCAACAGCACGA 278 pb CiLV-C

CiLV-C-p15R CGACCACCTTGAATCTACC
Fuente: Ochoa-Corona et al., 2009 (secuencias no publicadas)

Ademés de los valores asignados al programa Primer3® durante el disefio de los
iniciadores especificos ya descritos en el numeral 3.2.1, el criterio final para la
seleccion de iniciadores Optimos tuvo como fundamento los parametros

termodinamicos generados con el programa mfold®.

Los valores de energia 6ptimos expresados en AG (kcal/mol) de los iniciadores
p24-T2-F/p24-T2-R y CiL-p32-F/CiL-p32-R en un grafico de puntos (Plot File)
calculados con mfold® tomando como referencia una temperatura de hibridacién
de 60 °C. El numero de posibles estructuras secundarias y su AG (kcal/mol), el
%GC, la temperatura de disociacion (Tm) y el ANY (puntuacion) de las dos parejas

de iniciadores, disefiados en la investigacion se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Pardmetros termodinamicos y posibles estructuras secundarias de
los iniciadores p24-T2-F/p24-T2-Ry CiL-p32-F/CiL-p32-R

Diferencia en
No.

Iniciador AG il estructuras e estructyra ©) %GC m ANY U (8 CifE
Iniciador SEETEEES secundaria (s) °C o _Ios
iniciadores
p24-T2-F 0,0 kcal/mol 1 1,3 kcal/mol 44,4 52 3 1
p24-T2-R 0,2 kcal/mol 3 19a2,1kcal/mol 50,0 51 4
CiL-p32-F 1,0 kcal/mol 7 1,3a2,3kcal/mol 50,0 53 9 1
CiL-p32-R 0,0 kcal/mol 1 0,2 kcal/mol 38,1 52 8
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Los iniciadores fueron seleccionados de acuerdo a sus plegamientos 6ptimos. Se
entiende por plegamiento Optimo de las pares de bases como la formacion de

estructuras secundarias menos probables durante la reaccion.

En las figuras 23 a la 26 se muestran los valores de energia 6ptimos (AG -
kcal/mol) a una temperatura de hibridacion de 60 °C y las estructuras secundarias,
poco probables, de cada uno de los iniciadores representados en el gréfico de
puntos (Plot File) utilizando mfold®.

Figura 23. Valor de energia Optimo del iniciador p24-T2-F calculado y
representado mediante mfold®

Fold of p24-T2-F at 60 C.

&G in Plot File = 0.0 kealimol

]

13

Fuente: mfold®
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Figura 24. Valor de energia Optimo del iniciador p24-T2-R calculado y
representado mediante mfold®

Fold of p24-T2-R at 60 C.

BGlin Plot File= 0.2 keal/mol

’

Fuente: mfold®

Figura 25. Valor de energia optimo del iniciador CiL-p32-F calculado y
representado mediante mfold®

Fold of CiL—p32-F at 60 C.

8GN PlotFila= 1.0 kealimol

13

Fuente: mfold®
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Figura 26. Valor de energia 6ptimo del iniciador CiL-p32-R calculado y

representado mediante mfold®

Fold of CiL-p32-R at 60 C.

8G inPlotFile= 0.0 kealimal

Fuente: mfold®

El analisis de identidad, valor E (E-value) y puntuacion maxima (Max score) de las
secuencias de iniciadores realizado con el algoritmo Blastn® - NCBI® (National
Center for Biotechnology Information) mostré que la pareja de iniciadores p24-T2-
F y p24-T2-R poseen 100 % de identidad con relacién a secuencias de CiLV-C2
en el GenBank®. De igual forma, las secuencias de los iniciadores CiL-p32-F y
CiL-p32-R poseen 100% identidad con relacion a secuencias de CiLV-C y CiLV-C2

presentes en dicho banco de genes.

4.1.2 Recoleccion de muestras de tejido vegetal.

Muestras de foliolos, ramas y frutos con sintomas de leprosis de los citricos se
colectaron en los departamentos de Meta y Casanare en los sitios descritos en la
tabla 7 y figura 22. Seis muestras fueron colectadas en cada uno de los lugares de

muestreo para un total de 36 muestras.
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Todas las muestras colectadas fueron analizadas con las parejas de iniciadores
descritos en las tablas 8 y 9. Sin embargo, los productos secuenciados con las
distintas parejas de iniciadores fueron obtenidos de 12 muestras elegidas al azar,

dos de cada sitio.

Los productos secuenciados fueron obtenidos a partir de las muestras de tejido

vegetal, las cuales se observan en las figuras 27 a la 32.

Figura 27. Muestras colectadas en Villavicencio (C.l. La Libertad-Corpoica)

0o

Fig 27A: Muestra No. 2 Fig 27B: Muestra No. 3

Meta

Muestra No. 3 - Meta
C.l. La Libertad
Villavicencio
N: 04°03' 41.8"

W: 073° 27" 47.6"

Figura 28. Muestras colectadas en Guamal-Meta

N: 03° 52" 53.1°

...... W: 073°45' 44.7"
N: 03°52'53.1" 1om
W: 073 45°44.7"

Muestra No.6 - Meta
Guamal

A 4

Fig 28A: Muestra No. 4 Fig 28B: Muestra No. 6
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Figura 29. Muestras colectadas en Puerto L6pez (C.I. Taluma-Corpoica) Meta

V@ O

Fig 29A: Muestra No. 9 Fig 29B: Muestra No. 17

Muestra No.17-Meta
Puerto Lopez

Muestra No.9 - Meta

N: 04° 22' 285"
Puerto Lopez : 285"
N: 04° 22' 285" W: 072°13'37.7
W: 072°13' 37.7" o
tomm
A

ot
&

Figura 30. Muestras colectadas en Yopal-Casanare (Coordenadas 5.219861,-
72.395667)

Muestra No.23-Casanare
Yopal
N: 05°13'11.5”
W:072° 23 44.4”
oo

«*
e J

Muestra No.20-Casanare

Yopal
N: 05"13"11.5” -
W: 072° 23'44.4”
A
Fig 30A: Muestra No. 20 Fig 30B: Muestra No. 23
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Figura 31. Muestras de epidermis de fruto y ramas colectadas en Yopal-
Casanare (Coordenadas 5.391444,-72.426056)

Muestra No.27-Casanare
Yopal

N: 05°23'29.2"
W: 072° 25' 33.8"

0mm Muestra No.29-Casanare

N: 05°23'29.2"
W 072°25'33.8"

Fig 31A: Muestra No. 27 Fig 31B:Muestra No. 29

Figura 32. Muestras colectadas en Yopal-Casanare (Coordenadas 5.438167,-
72.282917)

Muestra No.32-Casanare
Yopal
N: 05° 26" 17.4"
W: 072° 16’ 58.5"

10 mm

Muestra No.33-Casanare
Yopal

N: 05° 26" 17.4”
W: 072°16'58.5"

A
Fig 32A: Muestra No. 32 Fig 32B: Muestra No. 33
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4.1.3 Extraccion de RNA total.

Los resultados de la cuantificacién por espectofotometria del RNA total extraido,
expresado en ng/uL, y la relacién de absorbancia 260/280, de las 12 muestras

analizadas mediante secuenciacién se observa en la tabla 11.

Tabla 11. Concentracion y pureza del RNA total extraido

Origen ID Muestra Concentracion (ng/ulL) A260/280
Villavicencio - Meta Muestra No. 2 1704,9 1,81
Villavicencio - Meta Muestra No. 3 907,2 1,92

Guamal - Meta Muestra No. 4 974,8 1,90

Guamal - Meta Muestra No. 6 553,5 1,97
Pto/L6pez - Meta Muestra No. 9 2296,4 1,78
Pto/L6pez - Meta Muestra No. 17 1958,2 1,80
Yopal - Casanare Muestra No. 20 1015,8 1,88
Yopal - Casanare Muestra No. 23 1388,1 1,81
Yopal - Casanare Muestra No. 27 377,3 1,65
Yopal - Casanare Muestra No. 29 304,6 1,68
Yopal - Casanare Muestra No. 32 510,9 1,74
Yopal - Casanare Muestra No. 33 639,3 1,89

4.1.4 Estandarizacion de la metodologia de transcripcion reversa-reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) convencional para deteccion y discriminacion
de CiLV-Cy CiLV-C2.

La amplificacion del producto de 181 pb correspondiente al control interno Nad5,
de las muestras analizadas y secuenciadas, con los iniciadores citados en la tabla

8, se observa en la figura 33.
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Figura 33. Muestras amplificadas con los iniciadores nad5-sentido y nad5-

antisentido

181 pb

Carril 1: Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 2: Muestra 2-Meta, Carril 3: Muestra 3-

Meta, Carril 4: Muestra 4-Meta, Carril 5: Muestra 6-Meta, Carril 6: Muestra 9-Meta,

Carril 7: Muestra 17-Meta, Carril 8: Muestra 20-Casanare, Carril 9: Muestra 23-

Casanare, Carril 10: Muestra 27-Casanare, Carril 11: Muestra 29-Casanare, Carril 12:

Muestra 32-Casanare, Carril 13: Muestra 33-Casanare, Carril 14: Marcador de 100 pb

Invitrogen®, Carril 15: Blanco de reaccion (Blan), Carril 16: Control “Negativo” cDNA CTV

(C-), Carril 17: Control Positivo cDNA CiLV-C Brasil (C+), Carril 18 al 26: Sin muestra.
Productos de 384 pb amplificados en la region terminal 3’ del gen p24 y parte de la
region 3’ no traducible (UTR) del RNA 2 de CiLV-C2, correspondiente a 12
muestras provenientes de los departamentos de Meta y Casanare analizadas con
los iniciadores especificos p24-T2-F y p24-T2-R los cuales se indican en la tabla 9,
se observan a continuacién en la figura 34. Adicionalmente estos productos de

PCR fueron secuenciados.
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Figura 34. Muestras amplificadas con los iniciadores p24-T2-F y p24-T2-R

Carril 1: Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 2: Muestra 2-Meta, Carril 3: Muestra 3-Meta,
Carril 4: Muestra 4-Meta, Carril 5: Muestra 6-Meta, Carril 6: Muestra 9-Meta, Carril 7:
Muestra 17-Meta, Carril 8: Muestra 20-Casanare, Carril 9: Muestra 23-Casanare, Carril 10:
Muestra 27-Casanare, Carril 11: Muestra 29-Casanare, Carril 12: Muestra 32-Casanare,
Carril 13: Muestra 33-Casanare, Carril 14: Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 15: Blanco
de reaccién (Blan), Carril 16: Control Negativo cDNA CTV (C-), Carril 17: Control Positivo
cDNA CiLV-C Brasil (C+), Carril 18 al 26: Sin muestra.

Productos de ~174 pb amplificados a partir de la region parcial del gen p32-MP de
CiLV-C2 y CiLV-C, con los iniciadores especificos CiL-p32-F y CiL-p32-R, tabla 9,
se observan a continuacion en la figura 35. Estas muestras fueron analizadas

mediante secuenciacion.
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Figura 35. Muestras amplificadas con los iniciadores CiL-p32-Fy CiL-p32-R

2072 pb——
1500 pb —

600 pb ——»

. |
.

300 pb ——

200 pp — M w174 pb
100 pp ——

14 Blanf o C e G L O 2 R 2 TN 22 2 3 2 AN =25 ¥ =26,

2072 pbp ——
1500 pb ——

t

600 pb —»

300 pb —»
200 pb ——>
100 pb —

«——174pb

Carril 1: Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 2: Muestra 2-Meta, Carril 3: Muestra
3-Meta, Carril 4: Muestra 4-Meta, Carril 5: Muestra 6-Meta, Carril 6: Muestra 9-Meta,
Carril 7: Muestra 17-Meta, Carril 8: Muestra 20-Casanare, Carril 9: Muestra 23-
Casanare, Carril 10: Muestra 27-Casanare, Carril 11: Muestra 29-Casanare, Carril
12: Muestra 32-Casanare, Carril 13: Muestra 33-Casanare, Carril 14: Marcador de
100 pb Invitrogen®, Carril 15: Blanco de reaccién (Blan), Carril 16: Control Negativo
cDNA CTV (C-), Carril 17: Control Positivo cDNA CiLV-C Brasil (C+), Carriles 18:
Control Positivo cDNA CiLV-C Brasil No. 2 (C+), Carril 19 al 26: Sin muestra.

Los iniciadores especificos CiLV-C-p15F y CiLV-C-p15R (Ochoa-Corona et al.,
2009) (secuencias no publicadas), amplifican una regién de 278 pb del gen p15 de
CiLV-C. Las 36 muestras analizadas en los departamentos de Meta y Casanare
resultaron negativas al analisis de CiLV-C con estos iniciadores. Contrario a lo
anterior, estos iniciadores amplificaron el producto esperado en los controles
positivos Brasileros (CiLV-C). La amplificaciéon por RT-PCR con los iniciadores
CiLV-C-pl15F y CiLV-C-p15R, citados en la tabla 9, se muestran en la figura 36.
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Figura 36. Analisis realizado con los iniciadores CiLV-C-p15F y CiLV-C-p15R

Carril 1: Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 2: Muestra 2-Meta, Carril 3:
Muestra 3-Meta, Carril 4: Muestra 4-Meta, Carril 5: Muestra 6-Meta, Carril 6:
Muestra 9-Meta, Carril 7: Muestra 17-Meta, Carril 8: Muestra 20-Casanare,
Carril 9: Muestra 23-Casanare, Carril 10: Muestra 27-Casanare, Carril 11:
Muestra 29-Casanare, Carril 12: Muestra 32-Casanare, Carril 13: Muestra
33-Casanare, Carril 14: Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 15: Blanco de
reaccion (Blan), Carril 16: Control Negativo cDNA CTV (C-), Carril 17:
Control Positivo cDNA CiLV-C Brasil (C+), Carriles 18: Control Positivo cDNA
CiLV-C Brasil No. 2 (C+), Carril 19 al 26: Sin muestra.

La deteccion minima de CiLV-C y CiLV-C2 utilizando los iniciadores especificos
p24-T2-F/p24-T2-R y CiL-p32-F/CiL-p32-R, se realiz0 mediante diluciones
seriadas de RNA total a partir de una concentracion inicial de 300 ng/uL. Los
resultados obtenidos con la muestra No. 29 del departamento de Casanare se

observan en la figura 37.
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Figura 37. Ensayo de deteccion minima con los iniciadores p24-T2-F/p24-T2-
Ry CiL-p32-F/CiL-p32-R

Carril 1: Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 2: Muestra 29-Casanare (p24) (300
ng/uL), Carril 3: Muestra 29-Casanare (p24) (1x10'1), Carril 4: Muestra 29-Casanare
(p24) (1x10'2), Carril 5: Muestra 29-Casanare (p24) (1x10'3), Carril 6: Muestra 29-
Casanare (p24) (1x10'4), Carril 7: Muestra 29-Casanare (p24) (1x10'5), Carril 8:
Muestra 29-Casanare (p24) (1x10'6), Carril 9: Sin muestra, Carril 10: Blanco de
reaccion éBIan), Carril 11 al 13: Sin muestra, Carril 14: Marcador de 100 pb
Invitrogen™, Carril 15: Muestra 29-Casanare (p32) (300 ng/uL), Carril 16: Muestra 29-
Casanare (p32) (1x10'1), Carril 17: Muestra 29-Casanare (p32) (1x10'2), Carril 18:
Muestra 29-Casanare (p32) (1x10'3), Carril 19: Muestra 29-Casanare (p32) (1x10'4),
Carril 20: Muestra 29-Casanare (p32) (1x10'5), Carril 21: Muestra 29-Casanare (p32)
(1x10'6), Carril 22: Sin muestra, Carril 23: Blanco de reaccion (Blan), Carril 24 al 26:
Sin muestra.

La amplificacion por RT-PCR de los fragmentos diagnosticos en un gradiente de
temperatura de hibridacion, con los iniciadores especificos p24-T2-F/p24-T2-R que
producen un fragmento de 384 pb e iniciadores CiL-p32-F/CiL-p32-R que
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amplifican una region de ~174 pb, se observa en la figura 38. La muestra utilizada

en este experimento corresponde a la No. 6 (departamento del Meta).

Figura 38. Amplificacion en gradiente de temperatura con los iniciadores
p24-T2-F/p24-T2-R y CiL-p32-F/CiL-p32-R
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Carril 1: Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 2: Muestra 6-Meta (p32) (52
°C), Carril 3: Muestra 6-Meta (p32) (54 °C), Carril 4: Muestra 6-Meta (p32)
(56 °C), Carril 5: Muestra 6-Meta (p32) (58 °C), Carril 6: Muestra 6-Meta
(p32) (60 °C), Carril 7: Muestra 6-Meta (p32) (62 °C), Carril 8: Sin muestra,
Carril 9: Blanco de reaccion (Blan), Carril 10 al 13: Sin muestra, Carril 14:
Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 15: Muestra 6-Meta (p24) (52 °C),
Carril 16: Muestra 6-Meta (p24) (54 °C), Carril 17: Muestra 6-Meta (p24) (56
°C), Carril 18: Muestra 6-Meta (p24) (58 °C), Carril 19: Muestra 6-Meta
(p24) (60 °C), Carril 20: Muestra 6-Meta (p24) (62 °C), Carril 21: Sin
muestra, Carril 22: Blanco de reaccién (Blan), Carril 23 al 26: Sin muestra.

75



4.1.5 Secuenciacién de productos amplificados.

Los productos de RT-PCR, amplificados con cada una de las parejas de
iniciadores, no presentaron amplificaciones inespecificas, barridos o dimeros de
iniciadores. Por esta razén fueron purificados y secuenciados de forma directa con
los iniciadores sentido y antisentido. Las secuencias consenso editadas de las
regiones diagnosticas de muestras provenientes de los departamentos de Meta y
Casanare amplificadas con los iniciadores especificos p24-T2-F/p24-T2-R y CiL-
p32-F/CiL-p32-R y los respectivos controles positivos, incluyendo la region
diagnéstica generada con los iniciadores CiLV-C-p15F y CiLV-C-p15R que
amplifica un fragmento de 278 pb del gen pl5 de CiLV-C se encuentran

consignadas en el anexo D.

El alineamiento y analisis de identidad, valor E (E-value) y puntuacion maxima
(Max score) obtenidos con el algoritmo Blastn® - NCBI® en la regién diagndstica
p24 (p24-T2-F y p24-T2-R) de 12 muestras provenientes de los departamentos de

Meta y Casanare, se presentan en la tabla 12.

Tabla 12. Alineamiento y anélisis Blastn® de secuencias diagnosticas

amplificadas con los iniciadores p24-T2-F y p24-T2-R

Muestra Identidad E-value Max score
Pr2-p24-Meta 99% con CiLV-C2 0.0 701
Pr3-p24-Meta 99% con CiLV-C2 0.0 701
Pr4-p24-Meta 99% con CiLV-C2 0.0 701
Pr6-p24-Meta 93% con CiLV-C2 4e-155 556
Pr9-p24-Meta 95% con CiLV-C2 9e-167 595
Pr17-p24-Meta 99% con CiLV-C2 0.0 701

Pr20-p24-Casanare 99% con CiLV-C2 0.0 695
Pr23-p24-Casanare 99% con CiLV-C2 0.0 695
Pr27-p24-Casanare 99% con CiLV-C2 0.0 701
Pr29-p24-Casanare 98% con CiLV-C2 0.0 673
Pr32-p24-Casanare 98% con CiLV-C2 0.0 673
Pr33-p24-Casanare 98% con CiLV-C2 0.0 667
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El alineamiento y andlisis de identidad, valor E (E-value) y puntuacion maxima
(Max score), realizado con el algoritmo Blastn® - NCBI® en la regién diagnéstica
p32 amplificada y secuenciada con los iniciadores especificos CiL-p32-F y CilL-
p32-R, en 12 muestras provenientes de los departamentos de Meta y Casanare,

se presenta en la tabla 13.

Tabla 13. Alineamiento y andlisis Blastn® de secuencias diagnésticas
amplificadas con los iniciadores CiL-p32-F y CiL-p32-R

Muestra Identidad E-value Max score
Pr2-p32-Meta 99% con CiLV-C2 3e-83 316
Pr3-p32-Meta 99% con CiLV-C2 3e-83 316
Pr4-p32-Meta 99% con CiLV-C2 3e-83 316
Pr6-p32-Meta 99% con CiLV-C2 3e-83 316
Pr9-p32-Meta 99% con CiLV-C2 3e-83 316
Pri17-p32-Meta 99% con CiLV-C2 3e-83 316

Pr20-p32-Casanare 99% con CiLV-C2 3e-83 316
Pr23-p32-Casanare 99% con CiLV-C2 3e-83 316
Pr27-p32-Casanare 99% con CiLV-C2 3e-83 316
Pr29-p32-Casanare 99% con CiLV-C2 3e-83 316
Pr32-p32-Casanare 99% con CiLV-C2 3e-83 316
Pr33-p32-Casanare 99% con CiLV-C2 3e-83 316

El andlisis de identidad, el valor E (E-value) y la puntuacion maxima (Max score)
realizado con el algoritmo Blastn® - NCBI® a las regiones diagnésticas amplificadas
y secuenciadas, a partir de los controles positivos Brasileros, con los iniciadores
especificos CiL-p32-F/CiL-p32-R y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R, se observan en la
tabla 14.

Tabla 14. Alineamiento y anélisis Blastn® de secuencias diagnosticas
amplificadas, a partir de los controles positivos Brasileros, con los
iniciadores CiL-p32-F/CiL-p32-R y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R

Muestra Identidad E-value Max score
Pr-p32-Control_Pos-Brasil 100% con CiLV-C 2e-80 307
Pr-p15-Control_Pos-Brasil 99% con CiLV-C 3e-120 440
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4.1.6 Inferencia de la historia evolutiva de las regiones diagndsticas (genes) p24 y
p32 de CiLV-C y aislamientos de CiLV-C2.

4.1.6.1 Inferencia Bayesiana

Las condiciones del modelo de substitucién nucleotidica de la matriz de datos se
establecié de manera independiente para cada particion teniendo como base el
andlisis a partir del programa jModelTest 0.1.1. utilizando el Criterio Bayesiano -

BIC (Bayesian information criterion).

El modelo seleccionado para el gen p32 fue K80 y los parametros del modelo
fueron: igual frecuencia de nucleotidos (Lset base=equal), un modelo de
substitucion con diferentes tasas para Ti/Tv (nst=2) y wuna relacion
Transicion/Transversion (tratio) con un valor de 1.9676.

El modelo seleccionado para el gen p24 fue TPM2 y los parametros del modelo
fueron: igual frecuencia de nucledtidos (Lset base=equal), un modelo en donde
todas las tasas de substitucion son diferentes (GTR) (nst=6) y con valores de
tasas de substitucion (rmat) de: 10.8683; 14.5435; 10.8683; 1.0000; 14.5435;
1.0000.

El arbol construido mediante inferencia bayesiana, a partir de la matriz de datos

combinada de las regiones diagnosticas (genes) p24 y p32 de CiLV-C y

aislamientos de CiLV-C2, se observa en la figura 39.
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Figura 39. Arbol de las regiones diagndsticas (genes) p24 y p32 de CiLV-C y
aislamientos de CiLV-C2 construido mediante inferencia bayesiana
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El diagndstico de convergencia del andlisis bayesiano evaluado con el programa
Tracer® v1.5, se observa en la figura 40. Asi mismo, el Trace en donde se

visualiza la zona de descarte y la zona de convergencia del analisis, se muestra

en la figura 41.
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Figura 40. Diagndstico de convergencia del andlisis bayesiano evaluado con
el programa Tracer® v1.5
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Figura 41. Zona de descarte y zona de convergencia del andlisis visualizadas
en la ventana Trace del programa Tracer® v1.5
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4.1.6.2 Maxima Parsimonia

Se obtuvo un Unico arbol de maxima parsimonia a partir de la matriz combinada de
las regiones diagndsticas (genes) p24 y p32 de CiLV-C y aislamientos de CiLV-C2,
con un L=18, un Ci=0,83 y un Ri=0,84, el cual se observa en la figura 42.

Figura 42. Arbol de las regiones diagndsticas (genes) p24 y p32 de CiLV-C y

aislamientos de CiLV-C2 construido mediante méaxima parsimonia
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4.1.7 Ajustes de la metodologia de transcripcidon reversa-reaccion mdultiple en
cadena de la polimerasa (RT-mPCR) para deteccién y discriminacién de CiLV-C y
CiLV-C2.

El esquema de deteccion simultdnea y discriminaciéon de CiLV-C y CiLV-C2
mediante transcripcion reversa-reaccion multiple en cadena de la polimerasa (RT-
MPCR) utilizando los iniciadores p24-T2-F/p24-T2-R, CiL-p32-F/CiL-p32-R y CiLV-
C-p15F/CiLV-C-p15R, citados en la tabla 9, se observa en la tabla 15.

Tabla 15. Representacion esquematica de la propuesta para la deteccion
simultanea y discriminacion mediante RT-mPCR utilizando los iniciadores
p24-T2-F/p24-T2-R, CiL-p32-F/CiL-p32-R y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R

Coinfeccioén
CiLV-C CiLV-C2 _ _
CiLV-C+CiLV-C2
p24
(p24-T2-FIp24-T2-R) 384 pb (-) 384 pb (+) 384 pb (+)
P15 278 pb (+) 278 pb () 278 pb (+)
(CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R)
p32
(GIL-p32-F/CiL-p32-R) ~174pb (+) | ~174pb (+) ~174 pb (+)

Sin amplificacion (resultado negativo)

Presencia de producto amplificado (resultado positivo)

Los productos amplificados mediante RT-mPCR utilizando los iniciadores p24-T2-
F/p24-T2-R, CiL-p32-F/CiL-p32-R y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R, se observan en la
figura 43.
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Figura 43. Anélisis RT-mPCR con los iniciadores p24-T2-F/p24-T2-R, CiL-p32-
F/CiL-p32-R y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R en muestras de los departamentos

de Meta y Casanare

384 pb
174 pb

Carril 1: Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 2: Muestra 2-Meta, Carril 3: Muestra
3-Meta, Carril 4: Muestra 4-Meta, Carril 5: Muestra 6-Meta, Carril 6: Muestra 9-
Meta, Carril 7: Muestra 17-Meta, Carril 8: Muestra 20-Casanare, Carril 9: Muestra
23-Casanare, Carril 10: Muestra 27-Casanare, Carril 11: Muestra 29-Casanare,
Carril 12: Muestra 32-Casanare, Carril 13: Muestra 33-Casanare, Carril 14:
Marcador de 100 pb Invitrogen®, Carril 15: Blanco de reaccién (Blan), Carril 16:
Control Negativo cDNA CTV (C-), Carril 17: Control Positivo cDNA CiLV-C Brasil
(C+), Carriles 18: Mezcla de cDNA Control Positivo CiLV-C Brasil + cDNA CiLV-C2
(C+Mix) (Muestra 9-Meta), Carril 19 al 26: Sin muestra.
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4.2 DISCUSION

4.2.1 Disefio de iniciadores especificos para deteccién y discriminacién de CiLV-C
y CiLV-C2.

Los parametros termodindmicos de los iniciadores p24-T2-F/p24-T2-R y CiL-p32-
F/CiL-p32-R (tabla 10), muestran que la temperatura de disociacion (melting, Tm)
entre cada una de las parejas de iniciadores es similar; es decir, que existe una
baja diferencia entre la Tm (°C) de estas parejas de iniciadores (1 °C), lo cual
aumenta la sensibilidad y la eficiencia de la reaccion y facilita utilizarlos de manera
simultanea en transcripcion reversa-reaccion multiple en cadena de la polimerasa
(RT-mPCR). Cabe resaltar, en el caso de PCR, que si la Tm de un iniciador es
mucho mas alta que la temperatura de hibridacion es probable que se presenten
eventos de hibridacion inespecificas (off-target); y en forma opuesta, si la
temperatura de hibridacion es mucho mas alta que la Tm, es probable que el
iniciador no se adhiera a la secuencia blanco y por lo tanto no participe en la
reaccion. Lo anteriormente expuesto, indica que lo ideal es disefiar iniciadores con
una Tm igual o cercana a la temperatura de hibridacién (Manthey, 2005), como los

disefiados en esta investigacion.

La tabla 10 y las figuras 23 a 26, muestran los valores de energia (AG) de los
iniciadores p24-T2-F/p24-T2-R y CiL-p32-F/CiL-p32-R, a una temperatura de
hibridacién de 60 °C. En los graficos de puntos (Plot File) generados mediante
mfold® se observa que el valor AG (kcal/mol) de los iniciadores es cero o cercano
a éste (maximo valor de 1,0 kcal/mol). Estos valores de AG son 6ptimos e indican
menor probabilidad de formacion de estructuras secundarias en los iniciadores.
Asi mismo, el grafico muestra el nimero de posibles estructuras secundarias
formadas en cada iniciador y su correspondiente AG. Estas estructuras son

débiles y se presentan distantes al extremo 3, lo cual convierte estos
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plegamientos de las pares de bases en 6ptimos debido a su baja probabilidad de

formacion durante la reaccion (Arif y Ochoa-Corona, 2013).

Los iniciadores CiLV-C-p15F y CiLV-C-p15R, fueron analizados mediante el
programa mfold® a una temperatura de hibridacién de 56 °C, presentan un AG de
0y 0,5 kcal/mol, respectivamente (ver Poster, Ochoa-Corona et al., 2009). Al igual
que los iniciadores p24-T2-F/p24-T2-R y CiL-p32-F/CiL-p32-R, las posibles
estructuras secundarias presentes en los iniciadores CiLV-C-p15F y CiLV-C-p15R
son débiles y se presentan distantes del extremo 3’, estas caracteristicas
termodinamicas permiten utilizarlos en RT-mPCR simultaneamente con los
iniciadores p24-T2-F/p24-T2-R y CiL-p32-F/CiL-p32-R.

4.2.2 Caracteristicas de muestras de tejido vegetal sintomatico a leprosis de los

citricos.

Los sintomas de leprosis de los citricos observados en las muestras de foliolos,
frutos y ramas colectadas en los departamentos de Meta y Casanare (figuras 27 a
32), son similares a los sintomas caracteristicos de la enfermedad reportados en
el estado del conocimiento de la leprosis de los citricos, descritos en el numeral 2.
Las muestras presentaron Optimas caracteristicas para el analisis mediante RT-
PCR y RT-mPCR. Las condiciones de transporte y almacenamiento a temperatura
ambiente (29 °C) durante varios dias, fueron similares a las previamente
establecidas para la preservacion de tejido foliar con sintomas de leprosis de los
citricos con el fin de posibilitar un analisis eficaz de las muestras (Antonioli-luizon
et al., 2004), y por lo tanto una deteccién confiable del agente etiolégico mediante
RT-PCR.

La concentracion del RNA total extraido utilizando el reactivo TRIzol®, anexo A,

permitid avanzar sin inconvenientes en los analisis de RT-PCR y RT-mPCR. Los
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valores de concentracion de RNA total extraidos en las 36 muestras de tejido
vegetal colectadas en los departamentos de Meta y Casanare oscilaron entre
304,6 ng/uL y 2296,4 ng/uL. De igual forma, la relacién de absorbancia A260/280,
la cual indica la pureza de la extraccion, fue la adecuada debido que los valores
obtenidos fueron cercanos o superiores a 1,8. La muestra 27 (377,3 ng/uL y
A260/280: 1,65) y la muestra 29 (304,6 ng/uL y A260/280: 1,68) extraidas a partir
de fruto y ramas, respectivamente, presentaron las concentraciones y
absorbancias mas bajas. Sin embargo, los valores mencionados no constituyen
variables que comprometan o alteren los resultados obtenidos en el andlisis
mediante RT-PCR y RT-mPCR con los iniciadores p24-T2-F/p24-T2-R, CiL-p32-
F/CiL-p32-R y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R.

4.2.3 Estandarizacion de la metodologia de transcripcion reversa-reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) convencional para deteccion y discriminacion
de CiLV-Cy CiLV-C2.

Las 36 muestras de tejido vegetal con sintomas de leprosis de los citricos
procedentes de los departamentos de Meta y Casanare fueron analizadas con los
iniciadores nadb5-sentido y nad5-antisentido (Menzel et al., 2002). El fragmento
esperado de 181 pb que codifica una region de la proteina NADH dehydrogenase
5 (Nad5) mitocondrial, fue amplificado en todas las muestras analizadas, esta
region fue empleada como control interno de reaccion. Este control minimiza el
riesgo de obtener resultados falsos negativos en RT-PCR convencional y RT-
MPCR (Menzel et al., 2002). Los productos amplificados con los iniciadores nad5-
sentido y nad5-antisentido (figura 33, carriles 2 al 13), presentaron suficiente
intensidad para ser visualizados en un gel de agarosa. No obstante, las
amplificaciones realizadas a partir del control negativo (cDNA CTV) y positivo
(cDNA CiLV-C Brasil) figura 33 carriles 16 y 17 respectivamente, fueron mas

tenues, posiblemente debido a repetidos eventos descongelamiento de los cDNAs
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entre cada prueba. Sin embargo, estos productos se observan sin ningun

problema en un gel de agarosa.

El producto de amplificacion esperado de 384 pb, generado con los iniciadores
especificos p24-T2-F y p24-T2-R, se obtuvo en las 36 muestras de tejido vegetal
sintomaticas analizadas en los departamentos de Meta y Casanare. Estos
iniciadores amplifican un fragmento de 384 pb exclusivo de la region terminal 3’
del gen p24 y parte de la region 3’ no traducible (UTR) del RNA 2 de CiLV-C2; es
decir, los iniciadores p24-T2-F y p24-T2-R detectan Unicamente esta especie viral
y no detectan a CiLV-C u otra especie del género Cilevirus (figura 34). El control
negativo (cDNA de CTV) y el control positivo (cDNA de CiLV-C Brasil)
descargados en los carriles 16 y 17 respectivamente, no amplificaron (figura 34).
No obstante, las 12 muestras analizadas mediante secuenciacion, provenientes de
los departamentos de Meta y Casanare, las cuales fueron descargadas en los
carriles 2 al 13 (figura 34), resultaron positivas a CiLV-C2, al igual que las

muestras restantes (24 muestras, resultados no presentados).

El ensayo de deteccién minima de CiLV-C2 con los iniciadores p24-T2-F y p24-T2-
R fue realizado con la muestra No. 29 del departamento de Casanare a partir de
una concentracion inicial de 300 ng/uL de RNA total. Este experimento indicd que
la sensibilidad de la RT-PCR con estos iniciadores es alta debido que es posible
amplificar el fragmento de 384 pb hasta una concentracion limite de 300 pg/uL
(1x10®) (figura 37, carriles 2 al 5). Sin embargo, es necesario realizar un ensayo
de limite de deteccidon a partir de los fragmentos clonados mediante PCR en
tiempo real (real-time quantitative PCR - gPCR) con el fin de determinar con
exactitud la concentracion minima de deteccion de CiLV-C2 con estos iniciadores.

El ensayo de gradiente de temperatura de hibridacion con los iniciadores p24-T2-F
y p24-T2-R, fue realizado entre 52 °C y 62 °C, con la muestra No. 6 proveniente
del departamento de Meta (figura 38, carriles 15 al 20), este resultado evidencia la

robustez termodinamica de estos iniciadores, los cuales trabajan bien en un rango
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de temperatura de hibridacion que varia entre 52 °C y 62 °C. Este amplio rango de
temperatura de hibridacion en el cual reaccionan los iniciadores reduce el riesgo
de error de la prueba debido a fallas en la calibracion del termociclador, variables
de tipo humano y ensayos de modificacion de variables de la prueba, y es una
caracteristica importante para aplicaciones de bioseguridad.

El producto de amplificacion generado con los iniciadores especificos CiL-p32-F y
CiL-p32-R fue obtenido en las 36 muestras de tejido vegetal sintomaticas
analizadas en los departamentos de Meta y Casanare. Estos iniciadores
amplifican un fragmento de ~174 pb de una region parcial del gen p32-MP de
CiLV-C2 y/o CiLV-C. Es decir, tienen la capacidad de detectar indistintamente una
u otra especie o0 coinfecciones entre estas dos; lo cual no permite discriminar entre
CiLV-C y CiLV-C2 a través de las longitudes de los fragmentos amplificados,
debido que el tamafio del producto amplificado es muy similar y no se puede
diferenciar en un gel de agarosa (figura 35). La discriminacion entre una u otra
especie es posible mediante la secuenciacion del fragmento de ~174 pb. Las 12
muestras provenientes de los departamentos de Meta y Casanare cuyos
productos de PCR se presentan en la figura 35, fueron analizadas mediante
secuenciacion con los iniciadores CiL-p32-F y CiL-p32-R, al igual que los
respectivos controles de reaccion. Asi mismo, las 24 muestras restantes fueron

analizadas y se obtuvo el fragmento esperado (resultados no presentados).

Es importante resaltar que la intensidad de la amplificacion obtenida con los
iniciadores CiL-p32-F y CiL-p32-R es mas baja que con los iniciadores p24-T2-F y
p24-T2-R. De igual forma, se observa en el ensayo de deteccién minima, figura 37
(carriles 15 al 21), realizado a partir de la muestra No. 29 del departamento de
Casanare con una concentracion inicial de 300 ng/uL de RNA total, que la
sensibilidad de la RT-PCR con estos iniciadores permite amplificar el fragmento de
~174 pb hasta una concentracion limite de 30 ng/uL (1x10Y) (figura 37, carril 16).

La sensibilidad de la RT-PCR cuando se emplean estos iniciadores es menor
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debido, posiblemente a las caracteristicas termodindmicas de los iniciadores (tabla
10, figuras 25 y 26). Aunque las caracteristicas termodindmicas de estos
iniciadores son en general buenas, es importante aclarar que el disefio de
iniciadores 6ptimos, en lo que se refiere a sus caracteristicas termodindmicas y a
su vez con la capacidad de discriminar entre CiLV-C y CiLV-C2 es complejo,
debido a la naturaleza misma de la region y a su %GC. Por lo tanto, se sacrifico la
sensibilidad del fragmento amplificado, con el objetivo de poder discriminar entre
las dos especies, sin poner en riesgo la efectividad y sensibilidad de la prueba
debido que se mantiene en los rangos normales de amplificacion. No obstante,
este inconveniente técnico se puede corregir aumentando la concentracion de los
iniciadores en desventaja, en este caso los iniciadores CiL-p32-F y CiL-p32-R
(figura 43), o con la adicion de una secuencia adicional enriquecida en A/T en el
extremo 5’ de los iniciadores (6 A/T-rich overhanging sequences - flaps) (Arif y
Ochoa-Corona, 2013).

Al igual que con los iniciadores p24-T2-F y p24-T2-R, es necesario realizar un
ensayo de limite de deteccion a partir de los fragmentos clonados y establecer la
sensibilidad de la prueba con los iniciadores CiL-p32-F y CiL-p32-R mediante PCR

en tiempo real.

El ensayo de RT-PCR en gradientes de temperatura de hibridacion de los
iniciadores CiL-p32-F y CiL-p32-R fue realizado entre 52 °C y 62 °C, con la
muestra No. 6 del departamento de Meta (figura 38, carriles 2 al 7). Este resultado
evidencia la robustez termodinamica de estos iniciadores, los cuales amplifican en

un rango de temperatura de hibridacion entre 52 °C y 62 °C.

En el afio 2005 investigadores del Instituto Colombiano Agropecuario-ICA
publicaron el trabajo denominado “Sistema de deteccion molecular del virus de la
leprosis de los citricos (CiLV) en Colombia”, siendo el primer reporte oficial en el

pais de la presencia de CiLV-C como agente causal de la leprosis de los citricos
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(Moreno y Angel, 2005). Posterior al primer reporte de deteccion de CiLV-C
mediante RT-PCR en los departamentos de Meta y Casanare, Le6n et al., 2006
corroboraron la presencia de CiLV-C en el pais con el trabajo denominado
“Occurrence of Citrus leprosis virus in Llanos Orientales” publicado en la revista
Plant Disease. De igual forma, el trabajo denominado “Natural Infection of
Swinglea glutinosa by the Citrus leprosis virus Cytoplasmic Type (CiLV-C) in
Colombia” (Ledn et al., 2008), fue el primer reporte en Colombia de leprosis de los
citricos ocasionada por CiLV-C en una planta hospedante distinta al género Citrus.
Estos trabajos publicados entre los afios 2005 y 2008, demostraron que el agente
etiologico asociado a los sintomas de leprosis de los citricos en los departamentos
de Meta y Casanare Colombia fue CiLV-C.

De acuerdo con el estado actual de la distribucion de la enfermedad en el pais, la
leprosis de los citricos se encuentra confinada unicamente a los departamentos de
Meta y Casanare (Llanos Orientales de Colombia). Entre tanto, la presencia de
CiLV-C en plantas de citricos sintomaticas en el departamento del Tolima adn no

ha sido confirmada, publicada y notificada oficialmente (Bastianel et al., 2010).

Contrario a lo anteriormente expuesto, entre los afios 2007 al 2009, el Instituto
Colombiano Agropecuario-ICA, el Centro Internacional de Agricultura Tropical-
CIAT y la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria-Corpoica
realizaron la primera fase del proyecto “Desarrollo e implementaciéon de una red
nacional para certificacion fitosanitaria de citricos competente a nivel mundial” el
cual analiz6 alrededor de 100 muestras de tejido vegetal con sintomas de leprosis
de los citricos mediante RT-PCR haciendo uso de los iniciadores especificos
MPF/MPR (tabla 1) y RepF/RepR (tabla 2) (Locali et al., 2003). Dichas muestras
fueron tomadas en plantas sintomaticas de naranja dulce (Citrus sinensis),
mandarina (Citrus reticulata) y Swinglea glutinosa en los departamentos de Meta y
Casanare Colombia. Es importante resaltar que estos iniciadores especificos son

utilizados como herramienta de referencia por las distintas Organizaciones
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Nacionales de Proteccion Fitosanitaria-ONPFs y centros de investigacion en los
paises en donde se reportan plantas que exhiben sintomas de leprosis de los
citricos, lo cual permite determinar la presencia de CiLV-C asociado a los
sintomas encontrados en campo. Sin embargo, los resultados de RT-PCR
obtenidos a partir de la utilizacion de mencionados iniciadores especificos en el
proyecto “Desarrollo e implementacion de una red nacional para certificacion
fitosanitaria de citricos competente a nivel mundial” fueron negativos a la
presencia de CiLV-C en todas las muestras tomadas en los mismos puntos de
muestreo en los departamentos de Meta y Casanare, en donde anteriormente
reportaron a CiLV-C asociado a los sintomas de leprosis de los citricos en
Colombia (Moreno y Angel, 2005; Ledn et al., 2006; 2008). Asi mismo, el andlisis
inmunoenzimatico (ELISA) en estas mismas muestras realizados con anticuerpos

policlonales contra la proteina p29 de CiLV-C, mostro resultados negativos.

El andlisis realizado en la presente investigacion a las 36 muestras de tejido
vegetal sintomaticas de los departamentos de Meta y Casanare, entre los afos
2011 al 2014, con los iniciadores especificos MPF/MPR (tabla 1) y RepF/RepR
(tabla 2) (Locali et al., 2003) para deteccion de CiLV-C resultaron negativos. Sin
embargo, los resultados obtenidos mediante analisis de RT-PCR de los controles
positivos (cDNAs CiLV-C de Brasil) utilizando los iniciadores MPF/MPR 'y
RepF/RepR, amplificaron un fragmento de 339 pb que codifica una region de la
proteina de movimiento de CiLV-C y un fragmento de 402 pb que codifica una
region de la proteina de la replicasa de CiLV-C, respectivamente (resultados no
presentados). De igual forma, el analisis realizado a las 36 muestras de tejido
vegetal con los iniciadores CiLV-C-pl15F y CiLV-C-p15R (Ochoa-Corona et al.,
2009), que amplifican una region de 278 pb exclusiva del gen pl1l5 de CiLV-C,
resulté negativo para este virus en todas las muestras analizadas (figura 36,
carriles 2 al 13, muestras analizadas mediante secuenciacion), cabe resaltar que
las 24 muestras restantes también resultaron negativas al analisis de RT-PCR con
los iniciadores CiLV-C-p15F y CiLV-C-p15R (Ochoa-Corona et al., 2009) para
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deteccion de CiLV-C (resultados no presentados). Sin embargo, los controles
positivos (cDNA de CiLV-C Brasil y cDNA de CiLV-C Brasil No. 2) descargados en
los carriles 17 y 18 respectivamente, amplificaron el fragmento esperado (figura
36). Las pruebas de deteccion mediante RT-PCR, realizadas con los iniciadores
anteriormente descritos demuestran la ausencia de CiLV-C en las 36 muestras
provenientes de los departamentos de Meta y Casanare. Esto se correlaciona con
hallazgos de otro grupo de investigacion, obtenidos mediante RT-PCR con los
iniciadores MPF/MPR (tabla 1) y RepF/RepR (tabla 2) en muestras provenientes
de los mismos departamentos (Roy et al., 2013a), al igual que los resultados
obtenidos con el anticuerpo policlonal CREC-13 para deteccién de este virus a
traves de DAS-ELISA. Los resultados encontrados en la presente investigacion,
sugieren que la especie prevalente en Colombia es CiLV-C2, distinto a lo
inicialmente reportado en donde la especie asociada a la leprosis de los citricos en
Colombia es CiLV-C (Moreno y Angel, 2005; Leon et al., 2006; 2008).

El ensayo de detecciéon minima de CiLV-C con los iniciadores especificos CiLV-C-
p15F y CiLV-C-p15R (Ochoa-Corona et al., 2009) mostré que es posible detectar
hasta 2 ng/uL de cDNA. Asi mismo, el gradiente de temperatura de hibridacion de
estos iniciadores se encuentra en un rango de 51 °C a 61°C (ver Poster, Ochoa-
Corona et al., 2009). Estas caracteristicas de la RT-PCR con los iniciadores CiLV-
C-p15F y CiLV-C-p15R permite utilizarlos en RT-mPCR simultaneamente con los
iniciadores p24-T2-F/p24-T2-R y CiL-p32-F/CiL-p32-R.

El limite de deteccién mediante RT-PCR con los iniciadores especificos CiLV-C2-
CPG-F y CiLV-C2-CPG-R (Roy et al., 2013a) para deteccion de CiLV-C2 es de
132,7 ng/uL de RNA total (Ledn, 2013), méas bajo que el limite de deteccion de los
iniciadores CiL-p32-F/CiL-p32-R (30 ng/uL) y p24-T2-F/p24-T2-R (300 pg/uL). Las
36 muestras analizadas en esta investigacion, resultaron negativas a CiLV-N
mediante RT-PCR con los iniciadores CiLV-N-NPF/CiLV-N-NPR (tabla 4) y CiLV-
N-MF/CiLV-N-MR (tabla 5) (Roy et al., 2014) (resultados no presentados).
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4.2.4 Secuenciaciéon de productos amplificados.

El anélisis con el algoritmo Blastn® - NCBI® al fragmento de 384 pb del gen p24,
amplificado y secuenciado con los iniciadores especificos p24-T2-F y p24-T2-R,
en muestras provenientes de los departamentos de Meta y Casanare, mostré que
la identidad de esta region diagnéstica oscila entre 93 y 99% con relacion a CiLV-
C2 (JX000025.1- GenBank®) (tabla 12). Los productos de amplificacién Pr6-p24-
Meta (muestra No. 6 Meta) y Pr9-p24-Meta (muestra No. 9 Meta) tienen una
identidad del 93 y 95% respectivamente, con relacion a CiLV-C2 (JX000025.1-
GenBank®). Los productos Pr29-p24-Casanare (muestra No. 29 Casanare), Pr32-
p24-Casanare (muestra No. 32 Casanare) y Pr33-p24-Casanare (muestra No. 33
Casanare) mantienen una relacion de identidad del 98% con relacion a CiLV-C2
(JX000025.1- GenBank®). El resto de muestras tiene una identidad del 99% con
relacién a CiLV-C2 (JX000025.1- GenBank®). De igual forma, el andlisis de
identidad realizado con el algoritmo Blastn® - NCBI® al fragmento de 174 pb del
gen p32 amplificado y secuenciado con los iniciadores especificos CiL-p32-F y
CiL-p32-R, en las mismas muestras, mostr0 que la identidad de esta region
diagnéstica es del 99% con relacién a CiLV-C2 (JX000025.1- GenBank®) (tabla
13). Los resultados de secuenciacion corroboran la presencia de CiLV-C2 como
anico agente etiologico asociado a las muestras de tejido vegetal sintomatico

colectadas en los departamentos de Meta y Casanare.

4.2.5 Inferencia de la historia evolutiva de las regiones diagndsticas (genes) p24 y
p32 de CiLV-C y aislamientos de CiLV-C2.

La inferencia de la historia evolutiva de las regiones diagnosticas realizada
mediante inferencia bayesiana (figura 39), a partir de los fragmentos amplificados
de los genes p24 y p32 de virus del género Cilevirus, permitié discriminar a CiLV-C

y CiLV-C2 en dos grupos diferentes debido a su variabilidad genética, la cual se
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representa en la comparacion de los genes p24 y p32 de estas dos especies (Roy
et al.,, 2013a). Sin embargo, entre los aislamientos que conforman el clado de
CiLV-C2 no existe una congruencia geogréfica, este grupo constituye una gran
politomia en donde aparentemente se diferencian dos subgrupos del resto de
aislamientos que se derivan del nodo politémico. El subgrupo 1, esta conformado
por las muestras Pr29 (muestra No. 29 Casanare), Pr32 (muestra No. 32
Casanare) y Pr33 (muestra No. 33 Casanare), procedentes del departamento de
Casanare en Colombia, soportados con una probabilidad posterior de 1 (100%). El
subgrupo 2 constituido por las muestras Pr6 (muestra No. 6 Meta) y Pr9 (muestra
No. 9 Meta), provenientes del departamento de Meta en Colombia, las cuales se
agrupan con el aislamiento de CiLV-C2 que infecta Hibiscus sp. en Hawaii (Melzer
et al., 2013). Este subgrupo 2 tiene una probabilidad posterior de 0,74 (74%). Es
decir, un soporte muy bajo que probablemente indique que este subgrupo se
presente por un artefacto generado en la longitud tan corta de la matriz de datos

creada a partir de los fragmentos diagnosticos (genes) p24 y p32.

De acuerdo a lo sugerido por el analisis de inferencia bayesiana realizado a partir
de las regiones diagnosticas (genes) p24 y p32, es probable que en Colombia
exista variabilidad intra-especifica en CiLV-C2. Esta posible variabilidad se
encuentra representada por el subgrupo 1 conformado por muestras del
departamento de Casanare, aparentemente divergentes con relacion al resto de
muestras que corresponden a la misma zona geografica y el subgrupo 2
constituido por muestras del departamento de Meta, las cuales se relacionan de
forma mas cercana con el aislamiento de CiLV-C2 de Hawaii que con el resto de
muestras del Meta. Sin embargo, cabe resaltar que el subgrupo 2 no esta bien
soportado por sus valores de probabilidad posterior. La falta de representatividad
de los datos, debido a el numero reducido de muestras de Colombia secuenciadas
en la investigacion, la poca disponibilidad de secuencias de genes ortélogos p24 y
p32 de Cilevirus almacenados en el GenBank® y el tamafio de la matriz de datos,

no permiten resolver estas hipétesis (subgrupo 1 y subgrupo 2) a partir del método
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de inferencia bayesiana. Por lo tanto, la poca variabilidad genética encontrada en
las regiones diagndsticas (genes) p24 y p32 no permite recuperar dichas hipoétesis

en un clado resuelto.

En inferencia bayesiana filogenética la longitud de la ramas del arbol representa
probabilidad de cambio esperado y esta es producto de la tasa de substitucion por
el tiempo transcurrido desde la divergencia. Las diferencias en las longitudes de
las ramas estan representando las diferencias en las probabilidades de cambio ya
sea porque ha transcurrido distinto tiempo desde el ancestro comin mas cercano
para cada una de las ramas o porque las tasas de substitucion son distintas entre
las ramas (Gorbalenya, 2008). Es probable que la aparente divergencia, de las
regiones diagnosticas (genes) p24 y p32 de los aislamientos de CiLV-C2 se deba
a diferencias sutiles en los porcentajes de identidad entre las secuencias. Por lo
tanto, es importante explorar la posible divergencia entre aislamientos de CiLV-C2
con un mayor numero de datos lo cual permitird hacer una inferencia robusta
sobre la historia evolutiva de los aislamientos de CiLV-C2. En busca de este
objetivo, se deben utilizar genes completos o secuencias con una mayor longitud y
realizar un muestreo mas representativo que permitan estudiar las relaciones

evolutivas de las especies y aislamientos del género Cilevirus.

El diagndstico de convergencia del analisis bayesiano se evalué teniendo en
cuenta que la cadena fria no estuviera estancada y que el intervalo de la variacion
de los valores de esta cadena al final del analisis se mantuviera bajos. De igual
forma, se contemplo el valor de desviacion standard (Average standard deviation
of split frequencies) después de 10 millones de generaciones el cual debia estar
por debajo de 0,01 y el valor del Potential Scale Reduction Factor (PSRF) cercano
a 1 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003). También se tuvo en cuenta la distribucion
normal del andlisis graficado en el programa Tracer® (figura 40) y el valor de

tamanfo efectivo de muestra (Effective Sample Size - ESS) mayor a 100.
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A diferencia del andlisis realizado mediante inferencia bayesiana, el andlisis de
maxima parsimonia permitié discriminar al “subgrupo 2” como un grupo o clado
independiente y constituido por las muestras Pr6 (muestra No. 6 Meta) y Pr9
(muestra No. 9 Meta), provenientes del departamento de Meta en Colombia (figura
42). En el analisis bayesiano este “subgrupo 2” hace parte de una gran politomia y
ademas se agrupa con el aislamiento de CiLV-C2 que infecta Hibiscus sp. en
Hawaii (figura 39). El analisis de maxima parsimonia permiti6 separar el
aislamiento de CiLV-C2 que infecta Hibiscus sp. en Hawaii del “subgrupo 2” (Pr6-
muestra No. 6 Meta y Pr9-muestra No. 9 Meta) e igualmente separa mencionado
aislamiento del resto de aislamientos de CiLV-C2 colombianos que se derivan del
nodo politdmico (figura 42). De la misma manera que el andlisis bayesiano, el
analisis de maxima parsimonia agrupo los aislamientos colombianos de CiLV-C2:
Pr2, Pr3, Pr4, Pr17 del departamento del Meta y los aislamientos Pr20, Pr23, Pr27,
Pr29, Pr32 y Pr33 del departamento de Casanare en una gran politomia, en donde
se diferencia el “subgrupo 1”, que esta conformado por las muestras Pr29
(muestra No. 29 Casanare), Pr32 (muestra No. 32 Casanare) y Pr33 (muestra No.

33 Casanare).

4.2.6 Ajustes de la metodologia de transcripcidn reversa-reaccion mdultiple en
cadena de la polimerasa (RT-mPCR) para deteccion y discriminacion de CiLV-C y
CiLV-C2.

Las caracteristicas termodinamicas de los iniciadores p24-T2-F/p24-T2-R, CiL-
p32-F/CiL-p32-R y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R, su especificidad, su sensibilidad y
los resultados obtenidos mediante RT-PCR convencional, permitieron emplearlos
en un analisis simultaneo para deteccion y discriminacion de CiLV-C y CiLV-C2
mediante RT-mPCR. De acuerdo al esquema de deteccion simultanea vy
discriminacion de estas dos especies (tabla 15), es posible observar una
combinacioén de fragmentos amplificados de distintas longitudes, los cuales indican

la presencia, ausencia o coinfeccion de CiLV-C y CiLV-C2. Las 36 muestras de
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tejido vegetal con sintomas de leprosis de los citricos procedentes de los
departamentos de Meta y Casanare fueron analizadas de manera simultdnea
mediante RT-mPCR con los iniciadores p24-T2-F/p24-T2-R, CiL-p32-F/CiL-p32-R
y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R, resultando positivas Unicamente a CiLV-C2. Esta
plataforma de deteccion y discriminacion se propone fundamentada en la
amplificacion de los fragmentos de 384 pb (p24) y ~174 pb (p32), para CiLV-C2,
con falta en la amplificacion del fragmento de 278 pb (p15) el cual es exclusivo de
CiLV-C (tabla 15 y en la figura 43, carriles 2 al 13). No obstante, el andlisis del
control positivo Brasilero, constituido por cDNA generado a partir de una muestra
de tejido vegetal de naranja dulce infectada Unicamente con CiLV-C, mostré la
amplificacion de fragmentos de 278 pb (pl15) y ~174 pb (p32), pero no del
fragmento de 384 pb (p24), exclusivo de CiLV-C2 (figura 43, carril 17). De igual
forma, la mezcla de cDNA de CiLV-C y cDNA de CiLV-C2, permite la amplificacion
de los tres fragmentos de 384 pb (p24), 278 pb (p15) y ~174 pb (p32), que simulan
en este caso, la coinfeccion experimental de CiLV-C y CiLV-C2 (figura 43, carril
18).
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5. CONCLUSIONES

Las caracteristicas termodinamicas éptimas de las parejas de iniciadores p24-T2-
F/p24-T2-R, CiL-p32-F/CiL-p32-R y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R permiten su
utilizacion de manera individual en RT-PCR convencional y de forma simultanea
en RT-mPCR con excelentes resultados en la deteccién y discriminacion de CiLV-
C y CiLV-C2. Estos iniciadores amplifican en un amplio rango de temperatura de
hibridacién, lo cual reduce el riesgo de error de la prueba asociado a fallas en la
calibracién del termociclador y ensayos de modificacion de variables de la prueba.
Lo anterior convierte a estos iniciadores en excelentes herramientas diagnésticas

para programas de mejoramiento genético, regulacion y certificacion fitosanitaria.

Todas las muestras analizadas en la investigacion resultaron positivas a CiLV-C2
y negativas a CiLV-C, al igual que a CiLV-N. Estos resultados demuestran, que
hasta el momento, CiLV-C2 es el agente etiologico prevalente asociado a los
sintomas de leprosis de los citricos en los departamentos de Meta y Casanare en

Colombia.

La inferencia de la historia evolutiva de las regiones diagndésticas (genes) p24 y
p32 de virus del género Cilevirus permite discriminar y confirmar que CiLV-C y
CiLC-C2 constituyen dos grupos diferentes. Sin embargo, la poca informacion
generada con regiones diagnosticas cortas (menores de 300 pb) y la falta de
representatividad de los datos, impiden hacer inferencias sobre la diversidad

genética intra-especifica de CiLV-C2.

Se desarroll6 un sistema para deteccién simultanea y discriminacién de CiLV-C y
CiLV-C2 mediante RT-mPCR con iniciadores especificos de utlidad en

bioseguridad agricola.
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6. RECOMENDACIONES

Es necesario disefiar y validar una pareja de iniciadores especificos que detecte a
CiLV-N y pueda ser utilizada simultdneamente con los iniciadores p24-T2-F/p24-
T2-R, CiL-p32-F/CiL-p32-R y CiLV-C-p15F/CiLV-C-p15R, para deteccion vy
discriminacion de CiLV-C, CiLV-C2 y CiLV-N mediante RT-mPCR.

El estudio de las relaciones evolutivas de las distintas especies de virus que
causan leprosis de los citricos permitird avanzar en el entendimiento de aspectos
relacionados con las interacciones vector-patégeno-planta e inferir sobre la posible

variacion de los aislamientos colombianos.

Es indispensable realizar un estudio de distribucion de la enfermedad en el pais,
con un disefio estadistico que incluya un numero significativo de muestras que
permitan evaluar el estado de la enfermedad en Colombia con relacion a sus
hospedantes, nuevos vectores, diversidad genética de los agentes etiolégicos y
coinfecciones de las especies que causan leprosis de los citricos, asi como

hospedantes alternos y ciclo bioldgico de la enfermedad.
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Anexo A
Extraccion de RNA total con el protocolo TRIzol® Reagent

Segun el protocolo del estuche comercial Reagent Invitrogen® Cat. No. 15596-026.

1- Pulverizar la muestra (80 mg) y homogenizarla en 1 mL de TRIzol® usando

vortex.

2- SEPARACION DE FASES. Incubar la muestra homogenizada por 5 minutos a
25 °C, adicionar 200 pL de cloroformo por 1 mL de TRIzol®. Agitar los tubos
vigorosamente con la mano por 15 segundos e incubar los viales a 25 °C, durante

3 minutos.

3- Centrifugar las muestras a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C. Después de la
centrifugacion la muestra se separa en una fase inferior roja, fenol-cloroformo, una
interfase y una fase superior acuosa incolora. El RNA permanece exclusivamente
en la fase acuosa, el volumen de esta fase es aproximadamente 60% del volumen
de TRIzol®.

4- PRECIPITACION DE RNA. Transferir la fase acuosa a un tubo estéril nuevo.
Precipitar el RNA de la fase acuosa con mezcla de Alcohol Isopropilico (500 pL)
por 1 mL de TRIzol®. Incubar las muestras a 25 °C por 10 minutos y centrifugar a
12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. EI RNA precipitado después de la
centrifugacion a menudo es invisible, es decir como un pequefio gel de forma

circular (pellet) en la pared del fondo del tubo.

5- LAVADO DEL RNA. Se remueve el sobrenadante y se lava el pellet una sola
vez con etanol al 75%, adicionando como minimo 1 mL de etanol por 1 mL de
TRIzol®. Luego se mezcla la muestra con vortex y se centrifuga a 7.500 x g

durante 5 minutos a 4 °C.
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6- RESUSPENSION DEL RNA. Para finalizar el proceso se seca brevemente el
pellet RNA a temperatura ambiente durante 10 minutos, se resuspende en 50 pL
de agua ultra pura y se almacena a -20 °C.

112



Anexo B
Protocolo de purificacién a partir de producto de PCR

Segun el estuche comercial PureLink® Quick Gel Extraction and PCR Purification

Combo Kit de Invitrogen®

Adicionar 4 volumenes de buffer de homogenizacion (Binding Buffer) (B2) a 1
volumen de reaccién o producto de PCR (50-100 pL) y mezclar bien.

Poner una columna (PureLink® Clean-up Spin Column) en un tubo de lavado.

Adicionar la muestra del paso 1, a la columna.

Centrifugar la columna, con los productos de PCR, a temperatura ambiente a

10.000 x g durante 1 minuto.

Descartar el liquido del tubo de lavado y poner nuevamente la columna en el

mismo tubo.

Adicionar 650 uL de buffer de lavado con etanol a la columna.

Centrifugar la columna a temperatura ambiente a 10.000 x g durante 1 minuto.
Descartar el liquido del tubo de lavado y poner nuevamente la columna en el
mismo tubo.

Centrifugar la columna a velocidad maxima y a temperatura ambiente durante 3

minutos para remover cualquier residuo de buffer de lavado. Posteriormente

descartar el tubo de lavado.
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9- Poner la columna en un tubo de elucién de 1,7 mL limpio (PureLink® Elution Tube)

proporcionado en el estuche.

10- Adicionar 50 uL de buffer de elucién (Elution Buffer) (E1), o agua ultra pura-grado

molecular, al centro de la columna.

11- Incubar la columna a temperatura ambiente durante 1 minuto.

12- Centrifugar la columna a velocidad méaxima durante 1 minuto.

13- El tubo de elucion contiene el producto de PCR purificado. Remover y descartar la

columna. El volumen de producto purificado recuperado es ~48 pnlL.
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Anexo C
Protocolo de precipitacién y conservacion de RNA total y cDNA a — 80 °C

Medir el volumen de RNA total o cDNA.

Adicionar 1/10 volumenes de Acetato de Sodio (3 M, pH: 5,2).

Mezclar bien con vortex.

Adicionar 2,5 volumenes de Etanol frio al 100%.

Mezclar bien con vortex.

Almacenar a — 80 °C
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Anexo D
Secuencias de las regiones diagndésticas y controles positivos amplificados

Secuencia nucleotidica del producto amplificado (384 pb) con los iniciadores
especificos p24-T2-Fy p24-T2-R

>Pr2-p24-Meta

AAAAGTTCCCACTCATCCAGTCAACAAAGTTGAAAGAGTTGTTAACCGCGTTG
GTGGTCAACAATCCTTTTCGGGTTGACTTCTTTTGATTCTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTAAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATATCCTGAAGATACTCTTTGTTTCTTCA
ATATCTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGACATTTCAACTTTGAATCCT
ACATATTCTTCATGAATACATACATGGATAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTAATTTATTTCTCTTCTAGCTGG
GATCAGA

>Pr3-p24-Meta

AAAAGTTCCCACTCATCCAGTCAACAAAGTTGAAAGAGTTGTTAACCGCGTTG
GTGGTCAACAATCCTTTTCGGGTTGACTTCTTTTGATTCTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTAAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATATCCTGAAGATACTCTTTGTTTCTTCA
ATATCTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGACATTTCAACTTTGAATCCT
ACATATTCTTCATGAATACATACATGGATAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTAATTTATTTCTCTTCTAGCTGG
GATCAGA
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>Pr4-p24-Meta

AAAAGTTCCCACTCATCCAGTCAACAAAGTTGAAAGAGTTGTTAACCGCGTTG
GTGGTCAACAATCCTTTTCGGGTTGACTTCTTTTGATTCTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTAAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATATCCTGAAGATACTCTTTGTTTCTTCA
ATATCTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGACATTTCAACTTTGAATCCT
ACATATTCTTCATGAATACATACATGGATAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTAATTTATTTCTCTTCTAGCTGG
GATCAGA

>Pr6-p24-Meta

AAAAGTTCCCACTCACCCAGTCAACAAAGTAGAAAGGGTTGTTAACCGCGTTG
GTGGTCCACACCCCTTTTCAGGATGACTTCTTTTGATCTTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTGAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATTTACCGAAGATACTCTATGTTTCTTCA
ATATTTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGATATTTTAATTTTGAATCCT
ACATATTCTTCATGAATACATGCATGGAAAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGAGTATTTGATTTTTTTCTCTTCTATCTGG
GATCAGA

>Pr9-p24-Meta

AAAAGTTCCCACTCATCCAGTCAACAAAGTTGAAAGGGTTGTTAACCGCGTTG
GTGGTCAACAACCCTTTTCAGGATGACTTCTTTTGATCTTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTGAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATTTACCGAAGATACGCTATGTTTCTTCA
ATATTTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGATATTTTAATTTTGAATCCT
ACATATTCTTCATGAATACATGCATGGAAAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTGATTTATTTCTCTTCTAGCTGG
GATCAGA
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>Pr17-p24-Meta

AAAAGTTCCCACTCATCCAGTCAACAAAGTTGAAAGAGTTGTTAACCGCGTTG
GTGGTCAACAATCCTTTTCGGGTTGACTTCTTTTGATTCTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTAAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATATCCTGAAGATACTCTTTGTTTCTTCA
ATATCTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGACATTTCAACTTTGAATCCT
ACATATTCTTCATGAATACATACATGGATAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTAATTTATTTCTCTTCTAGCTGG
GATCAGA

>Pr20-p24-Casanare

AAAAGTTCCCACTCATCCAGTCAACAAAGTTGAAAGAGTTGTTAACCGCGTTG
GTGGTCAACAATCCTTTTCGGGTTGACTTCTTTTGATTCTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTAAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATATCCTGAAGATACTCTTTGTTTCTTCA
ATATCTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGACATTTCAACTTTGAATCCT
ACATATTCTTCATGAATACATACATGGATAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTAATTTATTTCTCTTCAAGCTGG
GATCAGA

>Pr23-p24-Casanare

AAAAGTTCCCACTCATCCAGTCAACAAAGTTGAAAGAGTTGTTAACCGCGTTG
GTGGTCAACAATCCTTTTCGGGTTGACTTCTTTTGATTCTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTAAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATATCCTGAAGATACTCTTTGTTTCTTCA
ATATCTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGACATTTCAACTTTGAATCCT
ACATATTCTTCATGAATACATACATGGATAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTAATTTATTTCTCTTCAAGCTGG
GATCAGA
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>Pr27-p24-Casanare

AAAAGTTCCCACTCATCCAGTCAACAAAGTTGAAAGAGTTGTTAACCGCGTTG
GTGGTCAACAATCCTTTTCGGGTTGACTTCTTTTGATTCTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTAAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATATCCTGAAGATACTCTTTGTTTCTTCA
ATATCTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGACATTTCAACTTTGAATCCT
ACATATTCTTCATGAATACATACATGGATAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTAATTTATTTCTCTTCTAGCTGG
GATCAGA

>Pr29-p24-Casanare

AAAAGTTCCCCATCATCCAGTCAACAAAGTTGAAAGAGTTGTTAACCGCGTCG
GTGGTCAACAATCCTTTTCGGGTTGACTTCTTTTGATTCTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTAAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATATCCTGAAGATACTCTTTGTTTCTTCA
ATATCTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGACATTTCAACTTTGAATCCT
ACATATTCGTCATGAACACATACATGGATAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTAATTTATTTCTCTTCTAGCTGG
GATCAGA

>Pr32-p24-Casanare

AAAAGTTCCCCATCATCCAGTCAACAAAGTTGAAAGAGTTGTTAACCGCGTCG
GTGGTCAACAATCCTTTTCGGGTTGACTTCTTTTGATTCTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTAAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATATCCTGAAGATACTCTTTGTTTCTTCA
ATATCTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGACATTTCAACTTTGAATCCT
ACATATTCGTCATGAACACATACATGGATAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTAATTTATTTCTCTTCTAGCTGG
GATCAGA
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>Pr33-p24-Casanare

AAAAGTTCCCCATCAACCAGTCAACAAAGTTGAAAGAGTTGTTAACCGCGTCG
GTGGTCAACAATCCTTTTCGGGTTGACTTCTTTTGATTCTTCCGGGGTTTTTGT
TACGGCTTCTTTTCCCCGTGAGTGTAGAAACCGTTTTGAGCGTTTATTTAAGC
GTATGCTTGTATATTCGTTCATTATTATATCCTGAAGATACTCTTTGTTTCTTCA
ATATCTCTGAGGTTTTCTATGGATTCTTTCCTCAGACATTTCAACTTTGAATCCT
ACATATTCGTCATGAACACATACATGGATAATATGTATTCCGGTCGTTGTCAGC
TGGGAGGGGTTTAAATTCCCTAATGATTAGTTAATTTATTTCTCTTCTAGCTGG
GATCAGA

Secuencia nucleotidica del producto amplificado (~174 pb) con los
iniciadores especificos CiL-p32-Fy CiL-p32-R

>Pr2-p32-Meta

TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA
TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA

>Pr3-p32-Meta
TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA

TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA
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>Pr4-p32-Meta

TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA
TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA

>Pr6-p32-Meta

TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA
TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA

>Pr9-p32-Meta

TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA
TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA

>Prl17-p32-Meta
TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA

TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA
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>Pr20-p32-Casanare

TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA
TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA

>Pr23-p32-Casanare

TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA
TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA

>Pr27-p32-Casanare

TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA
TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA

>Pr29-p32-Casanare
TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA

TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA
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>Pr32-p32-Casanare

TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA
TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA

>Pr33-p32-Casanare

TCCATTCCGAATGAGGATCGTATCTCTATTGGGGGAAACGAGACTCATAGAAG
ATTAGGTATATCCTATGAGATTGAGCACTCTGAGAACCTTGGTGGTGGGCATA
TCACATTTTTCACACTTACTTTGTTGTGGCGTGAAGCGTTTTCATTGCGACCAT
CCTTTTATAAGGTGTA

Secuencia nucleotidica del producto del control positivo (~174 pb), CiLV-C-

Brasil, amplificado con los iniciadores especificos CiL-p32-Fy CiL-p32-R

>Pr-p32-Control_Positivo-Brasil

ACTTCAGATCCATTCCGAATGAGGACAGGACTCATGTTAATGGATCTGAAGTT
CACAGGCGGCTTGGTATACAGTATCAAGTTGACTGTGATAATATTTCAGGTCG
TGTAACAACCTTTTCGATCACTGCACTATGGCGCGAGGCTTTTTCGTTTCGAC
CATCCTTTTATAAGGTGTAACTGAAGTTCACAGGCTGCTTGGTATACAGTATC

123



Secuencia nucleotidica del producto del control positivo (278 pb), CiLV-C-
Brasil, amplificado con los iniciadores especificos CiLV-C-p15F y CiLV-C-
p15R

>Pr-p15-Control_Positivo-Brasil

TCGAGTGTGATTTTATTACCTCTATAGATCCACTCGTGCATGATTACGCGATTT

ATCATTCTTTATCTCAAAAGACCGTTCTCGAGATGCTTCAGACGCACTTGGTTG
CCGGGCCAGATGCATCTGAAACAATTCGAAGACAGGTTGCCTTTCTCATTTAT

GACTTTCACAGGTTATCCTGTAATTGTGATAAATGTTATGGGGATTGCAATGCT
ACCACTACCGGTAGATTCAAGGTGGTCGA
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