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RESUMEN

El objetivo principal de este estudio fue elstedr una prueba especifica, precisa, rapida yiaaefpara
la deteccion del virus de la leprosis de los @gi¢CiLV). Para ello se utilizo la técnica de @én en
cadena de la polimerasa de transcripcion reversaP@R) para la amplificacion de dos regiones
especificas del genoma viral. Los productos derlglificacion fueron secuenciados encontrandosdague
secuencias obtenidas a partir de una muestra pemtende Chicacao, Suchitepéquez estan mas
cercanamente relacionadas con las reportadas @wmil.BrLa técnica mencionada fue aplicada en una
evaluacion de especies citricas cultivadas en Gude el estudio abarcé 20 plantaciones ubicadas en
nueve departamentos de las principales regiongsotits del pais; identificAndose la presenciavitak en
los departamentos de Retalhuleu, Suchitepéqueziziemango, Izabal, Zacapa, Chiquimula, Jalapa y
Baja Verapaz; en distintas especies de citricosinglayen naranja, limén persa, mandarina y toronja
observandose que de las 69 muestras analizadi&1éb estaban infectadas. Con los resultados idioten
se pudo concluir que el CiLV se ha diseminado a tadas las regiones del pais; por lo que la
implementacién de la técnica del RT-PCR como prugibgnéstica permitira, en un futuro, proponer

medidas para la prevencién y control de la diseonmede la enfermedad.
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. INTRODUCCION

Recientemente en Latinoamérica, la industria citaise ha visto afectada por una serie de enferesda
virales y viroidales, siendo una de las mas impoesala leprosis de los citricos. Esta es unarmefgad
viral no-sistémica, causada por un posiRlebdovirus Este virus es transmitido por varias especies de
acaros del génemrevipalpus Produce sintomas en el follaje, ramas y fru® spiobservan como lesiones
cloréticas, redondas o elipticas, en algunos casascentro necrético; cuando es severa, conduee a |
pérdida de la cosecha y debilitamiento de los @sb@Florida Department of Agriculture and Consumer
Services, 2003: 4,5).

La enfermedad fue inicialmente descrita emiédoalrededor de 1905, y casi destruyo la indaste los
citricos antes de 1925 (Childeesal.,2003:; 181). Actualmente es epidémica en Brasta reportada en
Argentina, Panamd, Paraguay, Venezuela, Costa Ricaguras, Guatemala (EPPO, 2005: en linea) y
recientemente en Bolivia y Colombia (Gonetzal., 2005: 686). Aunque la presencia de la enfermedad
esta reportada en Guatemala, hasta el moment@ggidstico Unicamente se ha realizado por obsémaci
de los sintomas caracteristicos, pero no se halmmado la presencia del virus por medio de pruelas
laboratorio debido a que éstas no estan disponidregl pais. Por esta razén es importante que en
Guatemala se cuente con un método de detecciddaiebnte estandarizado, de alta confiabilidad, capid
especifico para el virus de la leprosis de loscoiér(CiLV) que pueda aplicarse como medida derobde
calidad y control fitosanitario.

En este estudio se aplicé la técnica de laciéacen cadena de la polimerasa de transcripciderse
(RT-PCR) como método de diagnéstico del CiLV endtejvegetal y se demostré su especificidad y
reproducibilidad. Ademas, se generé informacidiors las zonas y tipo de citrico en que esta presgn
virus en Guatemala. Con lo anterior se esperaetjgéagndstico temprano y certero de la preseneia d
virus permita a los agricultores tomar las meditksesarias antes de que la enfermedad se diserséee y
devastadora para las plantaciones.

En el Apéndice G se incluye un glosario enuel se definen los términos que se considerd paténe



A. Antecedentes

1. Leprosis de los citricos

a. Breve descripcion de la enfermedada leprosis de los citricos es una enfermedad wiwal
sistémica, causada por Rihabdovirusque afecta a los citricos. Es transmitida poragagspecies de falso
acaro arafia del géneRrevipalpus Es dificil de transmitir por inoculacion mecéamio por injertos.
Produce sintomas (manchas inicialmente cloréticas eentro necrotico) en el follaje, ramas y fruto;
cuando es severa, conduce a la pérdida de la @yedbbilitamiento de los arboles (Knorr 1968, ielar
Department of Agriculture and Consumer Services32@(b).

b. Historia. La enfermedad de la leprosis de los citricos fleidgimente descrita en Florida
alrededor de 1905, y casi destruyé la industrilbgeitricos antes de 1925 (Childetsal.,2003: 181). Sin
embargo, la incidencia de la enfermedad en estr Idgminuy6 drasticamente con la introduccion de
acaricidas a base de azufre; para 1950 ya sdlepsgtaba en areas aisladas de la costa este al#goEst
Unidos (Knorr 1968: 332). Estudios realizados 66122002 afirman que la enfermedad ya no existe en
Florida y Texas (Childerst al.,2003: 181).

La enfermedad es epidémica en Brasil, y esta reg@rén Argentina, Panamé, Paraguay y Venezuela
(Childerset al. 2003: 184). Desde el 2004 se reportd que tang@éncuentra en Costa Rica, Honduras y
Guatemala (EPPO, 2005: en linea); y en el 200%pertd en Bolivia y Colombia (Gémez al., 2005:
686). En el Apéndice E se adjunta informacion eddistribucién geografica de la enfermedad.

Alrededor de 1911 se creia que estos sintoerdart etiologia fungica; mas tarde se asoci6 aloaca
Brevipalpus pero su etiologia era controversial pues no &bleié claramente si las lesiones se debian a
una toxina del acaro o a un virus transmitido pste §Knorr, 1968: 333). Varias piezas de evidencia
experimental apoyan la etiologia viral:

i. Sélo los acaros que tienen acceso a lesiones clysasis.

ii. Las lesiones pueden reproducirse experimentalnpamtgransmision mecanica.

iii. Se han encontrado particulas con o sin cubiertailases a rhabdoviruses, en las lesiones de

leprosis.

iv. El &caro también existe en regiones donde la lepjasas se ha reportado (EPPO/CABI, 2004: en

linea).

Actualmente se clasifica al agente causantia dprosis como un posible rhabdovirus transmipdo

vectores del tipo falso &caro arafia (Lovisetlal, 1996: 179).

2. Agente causalEl agente causal de esta enfermedad es el CiL'\gurSsus propiedadés vitro
y sus caracteristicas fisicas observadas por moigpis electronica, se ha clasificado como un virus,
probablemente un rhabdovirus de las plantas (btvist al., 1996: 179). El genoma de los rhabdovirus
consiste de ARN; en general es una sola pieza désAfacido ribonucleico de hebra simple) de sentido
negativo (Matthews 1991: 112).



Las particulas virales se encuentran en su rizagn las células del parénquima del area lesadad
hojas, frutos o tallos; son cortas, baciliformeg 120-130nm de longitud y 50-55nm de ancho.
Generalmente se observan particulas virales emmar del reticulo endoplasmico y en el citoplasteaca
de ellas se observa material viroplasmico denseigbto et al, 1996: 179). Ademas, las células de las
hojas que contienen las lesiones de la leprosseptan cloroplastos con hipertrofia de la grandtafiiha
et al., 1972: 257). Al CiLV que resulta en este tipo dteracién celular se le llama «citoplasmico» o
CiLV-C (Rodrigueset al, 2003: 161).

También se han reportado particulas en formbaddos, consideradas como un rhabdovirus desnudo
(sin envoltura) que se acumula en el nucleoplasisaciado a la membrana nuclear. En los nucleos que
contienen estas particulas, el nucleolo y la croraate encuentran disminuidos o ausentes (Kitaginad.,
1972: 254). Al CiLV que resulta en este tipo dterakion celular se le llama «nuclear» o CiLV-N
(Rodrigueset al,, 2003: 161).

En la mayoria de los casos, ambos tipos deditfe (citoplasmica y nuclear) se han observado en
células del parénquima (mesofilo y células de einpdd) y células epidérmicas; raramente en células
vasculares del parénquima, lo cual explica la siatologia localizada causada por el CiLV (Rodrigeies
al., 2003: 161).

Se ha logrado aislar parcialmente el virus rgirpde lesiones de leprosis en frutos y hojasuggae la
mayoria de viriones se desintegran durante el popcee lograron visualizar cuatro bandas princgeke
acido ribonucleico de doble hebra (ARNdh) (Coleioet al.,2000: 159).

3. Hospederos.Los hospederos principales son los citrid@sr(s spp), especialmente las toronjas
(C. paradisi)y las naranjas dulce€( sinensis).Los limones C. limon)y las mandarinagC. reticulata)
son considerados menos susceptibles. No seeprairas plantas que sean hospederos naturalas de
enfermedad, sin embargo recientemente se han dbté&siones locales en varios hospederos herbaceos
inoculados mecanicament€i{enopodium amaranticolp€. quinog Gomphrena globoga (EPPO/CABI,
2004: en linea).



Figura 1a. Micrografia electrénica de particulasiilV en una preparacion de tejido de naranjaraita de
Guatemala. Fotografia por Brlansky & Howd, 2003.

Figura 1b. Micrografia electrénica de particulagdilV tefiidas negativamente (flechas) en una pagpan
parcialmente purificada de mandarina Cleopatralaf@eio et al.2000).




4. Vector. La transmision de la leprosis de los citricos sibage a diversas especies de falso acaro
arafia del géner®revipalpus. En Brasil, Brevipalpus phoenici®s reconocido como el vector de la
enfermedad; en Argentina y Venezuela se ha reppgadBrevipalpus obovatuss el vector; mientras que
en FloridaBrevipalpus californicussolia transmitir la enfermedad (Childetsal., 2003: 182,183). En
Guatemala se ha identificado la presencia de lpecessB. phoenicisy B. californicus (M. Porres,
comunicacion personal). Se ha observado que taaslason vectores mas eficientes que las ninfas y
adultos (Knorr, 1968: 333).

El virus no se transmite transovaricamentegsitargo, los acaros que adquieren el virus, neettiéa
habilidad de transmitirlo durante toda su vida ¢apnadamente 35 dias), aun después de mudas agesiv
y aunque solo se alimenten de plantas no susceptibEsto sugiere que el virus es de tipo ciradati
propagativo, ya que no solo se acumula, sino tamdeémultiplica dentro de los 6rganos del acardovec
(Rodrigueset al, 2003: 165).

Figura 2. Falso acaro arafrévipalpusspp.), vector del CiLV (Childers, 1994: 268).

5. SintomasLa sintomatologia aparece de 14-30 dias despukésinieculacion por el vector (Knorr,
1968: 334). Los sintomas de la leprosis se matéfieen frutos, hojas, y ramas como lesiones &dipti
locales, cuya severidad varia con el tipo de cityicu regién de origen (EPPO/CABI, 2004: en lineal
sintoma primario en hojas y frutos son lesionegotitas (Florida Department of Agriculture and
Consumer Services, 2003: 5). Posteriormente,ifdsrsas en las hojas son manchas redondas com centr
oscuro (necrotico), rodeadas por un halo cloréiecel que aparecen anillos cafés alrededor de techma
central; la lesion completa varia de 10-20 mm deneétro. En los frutos, se presentan puntos de café
de 2-5 mm de diametro; luego las manchas se agranganetran en la pulpa formando depresiones. En
los tallos y ramas las lesiones son protuberarge=ltbr café rojizo, que los debilitan y puedendarir a
la muerte de la planta. En casos extremos, coma #apra explosiva” de Argentina, ocurre defoi@t
severa y caida de los frutos (Knorr, 1968: 338/ GICABI, 2004: en linea).

Las lesiones de la leprosis son muy caradagstsin embargo algunas veces se confunden son la
lesiones de la cancrosis de los citricos (causaaaXpnthomonas axonopodis pv. citr) con las de
clorosis zonal que también estd asociada a los asisataros pero las lesiones no son necroticas
(EPPO/CABI, 2004: en linea).



Figura 3. Sintomas de leprosis en hojas de arblel@sranja en Suchitepequez, Guatemala (FotogdiaElena
Dardén, 2005).
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Figura 5. Sintomas de leprosis en ramas de arbelesranja en Suchitepequez, Guatemala (FotogdtaElena
Dardon, 2005).




6. Movimiento y diseminacion del CiL\VAparentemente el CiLV sélo infecta a las plantas en
forma local y cada lesiéon esta asociada a la ede®st por el 4caro vector. El virus no se mueve
sistémicamente en la planta hospedera, ni a dispequefias a partir de un injerto. La principaha
natural de movimiento y dispersion del virus esmpedio de acaros vectores del gérigrevipalpus Estos
acaros colonizan a la mayoria de especies cityicaschas otras especies de plantas (EPPO/CAB#:200
en linea).

Aunque dificilmente el virus pueda ser acarveath forma latente, debe tenerse cuidado de no
comercializar material que presente sintomas. Bs probable que plantas infectadas provengan de
plantaciones que no han sido tratadas contra &c&oso se desconoce acerca de hospederos altgr@os
podrian ser acarreadores asintomaticos del vixisteeel riesgo de introducir el CiLV por medio oeas
especies de plantas. Ademas, existen otras plgn&apodrian acarrear acaros virulentos, ya quas &sin
polifagos y pueden moverse de los citricos a dtospederos (EPPO/CABI, 2004: en linea).

Se ha reportado que el CiLV puede transmipigeinoculacién mecéanica de citrico a citrico acitaco

a otras herbéaceas, pero con dificultad (Lovistlal.,1996: 179).

7. Control de la enfermedadna vez detectada la presencia del agente patégeno,se toman
medidas de control contra el 4caro vector en lgismes donde se encuentre la enfermedad, puedenséen
pérdidas severas en el rendimiento de las plamt@sjdanto en cantidad como en calidad; ya quiutss
con lesiones son de bajo valor comercial, espeeiatinsi son para consumo directo. En casos sesleros
la enfermedad, las ramas pueden debilitarse y nasriesgando la produccion.

Se requiere un enfoque alternativo para elrobuke la enfermedad, ya que no es posible erradica
completamente al acaro vector. Esto debido akmento en los costos de los plaguicidas, la resiste
los acaricidas y el amplio rango de plantas hogpsdgel vector. En Childeet al 2001, se propone un
programa de seis pasos para identificar y prevandiseminacion de la leprosis de los citricos;ugl se
basa principalmente en educar al agricultor y aldaeridades fitosanitarias. Los pasos propuesindos
siguientes:

i. Cuarentena total del movimiento de frutglgntas y partes de plantas de citricos desddidadas
donde existe la enfermedad hacia lugares donde@éa ha reportado.

ii. Capacitacion a las autoridades fitosardtasobre la identificacion exacta de la sintoroafia.

ii. Evaluacion general para identificar Iatdibucion y ubicacion de arboles infectados e tifieacion
de brotes iniciales.

iv. Educar a los finqueros, productores y potdin sobre la enfermedad, sus vectores y la rimtsie
eliminar arboles infectados.

v. Establecer una zona de proteccion alrede@oicada area infectada, iniciando la aspersién de
acaricidas desde los bordes del perimetro hacengfo.

vi. Reemplazar los &rboles de citricos infdatapor arboles sanos, coordinado por las aute&ad
fitosanitarias (Childerst al, 2001: 72, 73).



Como se menciond anteriormente, la leprosifodecitricos es basicamente controlada por medio de
control de los &caros. A continuacion se listayjuahs clases de acaricidas evaluados para el tdetro
Brevipalpusspp.: azufre, organoclorados (dicofol, endosulédorobenzilato), carboxamida (hexitiazox),
carbonitrilos (pirrol), carbamatos (aldicarb), argastafiosos (6xido de fenbutatin), organosulfurados
(propargita), piridazinona (piridaben) (Childetsal, 2001: 72).

El propésito de la aplicacion de acaricidasegsicir las poblaciones méviles de acaros, reddoiesi el
potencial de una diseminacion posterior de acamsiferos. Al momento de aplicar acaricidas, es
necesario cubrir completamente los arboles infestaldego éstos deben cortarse y quemarse dentas de
24h siguientes (Childeet al, 2001: 72).

Debe prestarsele atencién a las plantacionesatadas ya que pueden servir como fuente de fcaro
viruliferos que pueden dispersar el virus a plaaotes aledafias. Una vez establecido el virus en un
plantacién, no existe tratamiento para su elimidwci sin embargo, si la enfermedad se diagnostica
temprano, la aplicacién de acaricidas seguida geda y quema de las ramas infectadas puede smduicio
el problema (EPPO/CABI, 2004: en linea).

Como medida fitosanitaria se ha recomendaddaguelantas importadas para plantaciones deastrio
tengan lesiones de leprosis y hayan sido tratademrac acaros durante la época de crecimiento
(EPPO/CABI, 2004: en linea).

8. Técnicas de diagndsticoLa leprosis de los citricos es detectada principaten por
observacion de las lesiones locales con sintomesctesisticos. Una opcion menos eficiente es la
transmision de la enfermedad a un hospedero herl{atitzado como planta indicadora) por inoculacio
mecanica de un tejido infectado, y observar pastaente la manifestacion de la sintomatologia (¢ao
et al.,1996: 182-184 y 2000: 164).

Hasta el momento la Gnica técnica de labom@foara confirmar la presencia del virus es la ofasidn
directa de particulas virales en el reticulo end@ispico, por medio de microscopia electronica dédgjde
las lesiones (Lovisolet al.,1996: 179).

Aunque, estos métodos son Utiles para la ilgas6én de la etiologia de la leprosis, no lo soma
medio practico de deteccion. No existen pruebesiGgcas ni en plantas indicadoras para el didigws
de la enfermedad (EPPO/CABI, 2004: en linea). igdéemente, en Brasil, se ha desarrollado unadgcni
molecular para el diagnéstico del CiLV, la cualdido adoptada por otros paises latinoamericano® com
base para la deteccién del virus (Loedlal.,2003: 1317). También en Florida, Estados Unides;uenta
con iniciadores especificos para el diagnésticoemdar del virus; sin embargo, ain no han sido

publicados.



a. Diagnéstico molecular

1) PCR. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) eséatadoin vitro en el cual
secuencias de ADN son amplificados selectivamentferena rapida, con alta especificidad y fideligemt
medio de una reaccion de extension de un iniciachiglizada por la enzimbBaq ADN polimerasa. La
importancia de la PCR radica en su habilidad panplificar in vitro un segmento de ADN o de &cido
deoxiribonucleico complementario (ADN@ partir de cantidades traza del mismo. La reaceidbasa en
el anillamiento y extensién enzimatica, catalizager una ADN polimerasa, de dos iniciadores
oligonucleotidicos que flanquean la regién blanegipn que se desea amplificar) en un duplex de ADN
(Singhet al. 1995: 346).

La mezcla de reaccién es primero calentada pamaelas hebras que conforman el diplex de ADN, a
este paso se le llama desnaturalizacion del ADNubs&cuentemente la mezcla se enfria hasta la
temperatura de unién o anillamiento de los iniciadplos cuales son complementarios a un corto esegpm
de la hebra plantilla de ADN. Luego cada uno deificiadores, que flanquean la regién de integés,
extendido enzimaticamente por una ADN polimerasamgtiendo la sintesis de un segmento especifico de
ADN complementario a la region flanqueada de lardghantilla. Estos tres pasos: desnaturalizacio
unioén de iniciadores y extension de iniciadores;doales se llevan a cabo a temperaturas predetetas,
constituyen un ciclo de PCR (Singhal. 1995: 347). Posteriormente, la mezcla de reacesboalentada
nuevamente para separar las hebras (original gnegntetizada) permitiendo que estén disponibéea p
ciclos posteriores de union de iniciadores, extansie iniciadores y separacién de hebras. Elteshul
neto de una PCR es que al finalrdeiclos, la reaccién contiene teéricamente un méxi@ 2 moléculas
de ADN doble hebra que son copias de la secuerckDdN flanqueada por los iniciadores (Watsiral.
1996: 289).

2) RT-PCR.La técnica de la reaccion en cadena de la polimatagranscripcion reversa (RT-
PCR), permite que una plantilla de ARN sea utilizadmo plantilla para una PCR (Watstnal. 1996:
297). Esta técnica es de gran importancia eraghdistico de virus, cuyo material genético est&tttoirdo
por ARN.

El primer paso en una RT-PCR es convertir laoulas de ARN en ADNc de hebra simple por medio
de la transcriptasa reversa. Una vez concluidopsdo, se agregan los iniciadores para el PCRiyziana
Taq polimerasa, y el proceso ocurre exactamentd gue la PCR. El producto de la RT-PCR son muchas
copias de la region de interés del transcrito déNAdR forma de ADNc de doble hebra (Watstral.
1996: 297).

En este estudio, se utilizaron dos pares dgathires que amplifican dos regiones distintasgdabma
del CiLV. Uno de los pares de iniciadores, llamati®, amplifica un segmento de 339 pares de ba&gs (p
correspondiente a una regién que codifica pargunteina viral de movimiento célula a célula. Ebgar
de iniciadores, llamado Rep, amplifica un segmel®a02 pb correspondiente a una regién que codifica
para la replicasa viral (Locadt al.,2003: 1318-1320).



Figura 6. Representacion esquematica de los paisegpales de una RT-PCR
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B. Justificacion

En Guatemala el cultivo de citricos constituye antividad de importancia econémica y social; tanto
por el aporte al producto interno bruto como paerdmpleos que genera en las actividades de praaicci
cosecha y procesamiento (alrededor de 1,010,00@lgs/afio solo la naranja) (MAGA, 2003: en linea).
Cabe enfatizar que en Guatemala no s6lo se conscitneos producidos dentro del pais, sino tamisién
importan de otros paises centroamericanos como tlasd Por esta razén en Guatemala debe contarse co
un método de deteccion debidamente estandarizadaltalconfiabilidad, rapido y especifico para @\C
gue pueda aplicarse como medida de control deathlid control fitosanitario; tanto para evitar el
movimiento y diseminacion del virus a través denfala adultas y frutos infectados, como para asegpira
de que el material vegetativo utilizado para preg#in esté libre del patégeno.

Esto Ultimo es de suma importancia ya que wizadetectada la presencia del agente patégeno,s& n
toman medidas de control contra el acaro vectdagmegiones donde se encuentre la enfermedadepued
tenerse pérdidas severas en el rendimiento dddatapiones, tanto en cantidad como en calidadjuga
los frutos con lesiones son de bajo valor comereisppecialmente si son para consumo directo. Emsca
severos de la enfermedad, las ramas pueden dedgiligamorir, arriesgando la produccion. Ademasedeb
tenerse cuidado con las plantaciones no tratgdagye pueden servir como fuente de acaros quespued
dispersar el virus a plantaciones aledafias. Uraegtablecido el virus en una plantacién, no existe
tratamiento para su eliminacién, quedando comoalsatucion la aplicacion de acaricidas y la posteri
guema de los arboles infectados. Sin embarg@ shfermedad se diagnostica temprano, el tratamient
con acaricidas seguido de la poda y quema denassrinfectadas puede solucionar el problema.

En este estudio se aplicara la técnica del RR-Ppara la amplificacion de regiones especificds de
genoma viral como método de diagnostico del CilAlemas, se pretende generar informacion sobre las
zonas y tipo de citrico en que esta presente @$.viCon lo anterior se espera que el diagnéstimprano
y certero de la presencia del virus permita a tpgcaltores tomar las medidas necesarias antesiedaq

enfermedad se disemine y sea devastadora parktaaqgiones.

C. Objetivos

1. Objetivo General.implementar la técnica de RT-PCR como método tiecd®n del virus de la

leprosis de los citricos (CiLV) en Guatemala.

2. Objetivos especificos

e Optimizar el método de diagndstico molecular déMCén Guatemala.

. Secuenciar el fragmento de ADN amplificado provetdedel virus y compararlo con las
secuencias reportadas por otros paises latinoamesc

. Realizar una evaluacion general de las especigsasitcultivadas en Guatemala, georreferenciar

las regiones monitoreadas y localizar las zongsoyde citrico en que el virus esta presente.



. METODOS

A. Procedimientos

1. Optimizaciéon del método de deteccion del CiLV

a. Obtencion y preparacion de muestrasra la optimizacion del método de deteccion széea
una colecta de muestras de arboles de naranja quéceadecian la enfermedad. Las muestras procedia
de fincas ubicadas en Chicacao, Suchitepéqiestos arboles presentaban la sintomatologia tigécta
leprosis de los citricos: follaje con manchas cloréticas circulares, frutos puntos color café que se
incrustan en la pulpa, y tallos y ramas con lesiopmtuberantes de color café rojizo. Las muestras
colectadas fueron transportadas al laboratorio @sab pléasticas con cierre hermético, a 4° C. [En e
laboratorio las muestras fueron liofilizadas y atereadas a 4° C con silica gel como desecante, élasta
momento de la extraccion del ARN.

b. Extraccion del ARN. Se extrajo ARN del tejido sintomatico liofilizaddilizando el método
propuesto por Locaét al. 2003 (vid. Cuadros 1ay 1b).

c. Transcripcion reversaPara la sintesis del ADNc se utilizékél comercial ReadyToGo RT-
PCR beads (Amersham Biosciences 2003) tal comadieai en el Cuadro 2; seguido del protocolo de
purificacién del ADNc que se detalla en el Cuadro 3

d. PCR. Se utilizaron las condiciones sugeridas por Logahl. 2003, tanto para los iniciadores
MP (proteina de movimiento célula a célula) comaapks iniciadores Rep (replicasa viral). Las
condiciones se detallan en los Cuadros 4 a 6.

e. Electroforesis en gel de agarosanicialmente se visualizaron los productos de PGR e
matrices de agarosa al 1% en tampon TAE 1X; sinaegah posteriormente para una mejor resolucion se

utilizaron matrices de agarosa al 2¢g( Cuadro 7).

12



Cuadro 1la. Protocolo de extraccién de ARN décokrmodificado (Localet al. 2003)

Extraccién de ARN de citricos (Locali et al. 2003)

1 En un minitubo de 2.0 ml pesar 0.1 g de tejido vegetal fresco (o 0.05 g de
tejido liofilizado).

2 Sumergir el tubo en nitrégeno liquido y pulverizar el tejido utilizando un
palillo de madera estéril.

3 Agregar 500 pl de TAMPON DE LAVADO vy agitar con vértex.

4 Centrifugar por 5 min a 14,000 rpm. Decantar el sobrenadante, agregar
600 ul de TAMPON DE EXTRACCION vy agitar con vértex. Incubar a
55°C con agitacién constante por 15-30 min.

5 Agregar 400 ul de FENOL:CLOROFORMO:ISOPENTANOL vy agitar con
vortex. Centrifugar por 5 min a 14,000 rpm.

6 Transferir la fase acuosa (superior) a un minitubo de 2.0 ml. Agregar 1
volumen de ISOPROPANOIL frio y 0.1 volimenes de ACETATO DE
AMONIO 7.5 M. Mezclar bien e incubar a -20°C al menos 15 min.

Centrifugar por 5 min a 14,000 rpm. Decantar el sobrenadante y agregar
100 ul de ETANOL AL 70%. Centrifugar por 10 min a 14,000 rpm.

8 Decantar el sobrenadante y secar el precipitado al aire. Resuspender en 25
pl de AGUA ULTRAPURA.

Extraccién de ARN de citricos (Locali e a/. 2003)

TAMPON DE LAVADO ISOPROPANOL

Componente Concentracion final

Tris-HCI, pH 8 10 mM ACETATO DE AMONIO 7.5 M

EDTA 1 mM

Nacl 2M ETANOL 70%

BSA 0.05% (p/v) Componente Proporcién final (v/v)
Etanol 95% 70%

TAMPON DE EXTRACCION Agua ultrapura 30%

Componente Concentracién final

CTAB 2% (p/v) AGUA ULTRAPURA

NacCl 1.4 M Agua suavizada, destilada, deionizada, irradiada con

Tris-HCI, pH 8 0.1M radiacién UV vy filtrada

2-mercaptoetanol 0.5% (p/v)

FENOL:CLOROFORMO:ISOPENTANOL

Componente Proporcién final
Fenol 25
Cloroformo 24

Isopentanol 1
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Cuadro 1b. Soluciones y reactivos utilizadoslgrr@ocolo de extraccién de ARN de citricos (Loedlal 2003).



Cuadro 2. Protocolo para la reaccion de transornip@versa.

—

Transcripcién reversa

Se utilizd ReadyToGo RT-PCR Beads® (Amersham Biosciences, 2003). Se
siguid el protocolo indicado por el fabricante con las concentraciones de
reactivos determinadas experimentalmente. El protocolo seguido fue el
siguiente:

Verificar que el bead no esté adherido a las paredes del tubo.
Colocar el tubo que contiene el bead en hielo y no retirarlo hasta que
esté listo para ir al termociclador.

Reconstituir cada bead agregando 43 ul de AGUA ULTRAPURA.
Dejar hidratar por 5 minutos.

Mezclar pipeteando suavemente y transferir 21.5 ul de la mezcla a otro
tubo de 0.5 ml.

Agregar a cada tubo 2.5 ul de iniciador general pdN6 incluido en el it
(equivalente a 5 ug iniciador/reaccién).

Agregar a cada tubo 1 ul de la muestra de ARN (aproximadamente 500
ng/ul).

Llevar al termociclador: 42°C por 25 minutos y 95°C por 5 minutos.
Realizar inmediatamente el proceso de purificacién de ADNc

Cuadro 3.

Protocolo para la purificacion del ADdNpartir de la reaccion de transcripcion reversa.

Purificacion del ADNc

A cada reaccién de transcripcién reversa agregar 175 ul de AGUA
ULTRAPURA. Mezclar pipeteando.

Agregar 200 ul de CLOROFORMO:ISOPENTANOL. Mezclar por
inversion.

Centrifugar por 5 min a 14,000 rpm. Transferir el sobrenadante a un
minitubo de 2.0 ml.

Agregar 500 ul de ISOPROPANOL y 50 ul de ACETATO DE AMONIO 7.5
M. Almacenar a -20°C al menos 1 h o hasta realizar el PCR.

Centrifugar por 10 min a 14,000 rpm. Decantar el sobrenadante y agregar
100 ul de ETANOL AL 70%. Centrifugar por 5 min a 14,000 rpm.
Decantar el sobrenadante.

Secar el precipitado al aire y resuspenderlo en 20 ul de AGUA
ULTRAPURA.

14
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Cuadro 4. Composicion de la mezcla de PCR poci@ag¢Localiet al. 2003).

Reactivo Volumen (ul) Concentracién final
AGUA ULTRAPURA 14.3
TAMPON 10X 2.5 1X
MgCl; 25 mM 2.5 2.5 mM
dNTPs 2.5 mM c/u 1.5 0.15 mM
Iniciador 1 (MPF o
RepF) 1 100 ng/ul
Iniciador 2 (MPR o
RepR) 1 100 ng/ul
7ag ADN polimerasa 0.2 1V
ADNCc 2 =400ng/pL
Volumen final 25

Cuadro 5. Programa para el PCR (Loeakl 2003).

Etapas de la reaccién Temperatura Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacién inicial 94°C 2 minutos 1
Desnaturalizaciéon 94°C 30 segundos
Anillamiento 56°C 30 segundos 32
Extension 72°C 40 segundos
Extension final 72°C 5 minutos 1

Cuadro 6. Secuencia de los iniciadores utilizadosl PCR y tamafio de los productos de amplificeegperados
(Locali et al 2003).

Tamafio del producto de
Iniciador Secuencia amplificacién (pb)
MPF 5’-GCCGTATTGGCGTTGGATTTCTGAC-3’ 339
MPR 5’-TGTATACCAAGCCGCCTGTGAACT-3’
RepF 5’-GATACGGGACGCATAACA-3’ 402
RepR 5 -TTCTGGCTCAACATCTGG-3’
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Cuadro 7. Protocolo para la electroforesis erdgelgarosa de los productos de PCR.

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR

Armar la cdmara de electroforesis.

2 Preparar una solucién de AGAROSA al 2% en TAMPON TAE 1X y disolver
calentando en microondas 30 segundos (hasta ebullicién).

3 Esperar que la temperatura de la solucién baje a aproximadamente 50°C,
verterla en la cdmara y colocar el peine.

4 Una vez polimerizado el gel, cubrirlo con aproximadamente 300 ml de
TAMPON TAE 1X.

5 Cargar en cada pozo 6 pul de producto de PCR mezclado con 1 pl de
tampdn de carga.

6 Correr la electroforesis a 95 V por 50 min.

7 Teiir el gel sumergiéndolo 2 min en una solucién de bromuro de etidio.

—

Remover el exceso de bromuro de etidio sumergiendo el gel en agua.
8 \Visualizar el gel en un transiluminador ultravioleta y fotografiarlo.

2. Comparacion de tres métodos de extracaddARIN de citricos para su posterior

analisis por RT-PCR.Se compararon tres protocolos de extraccion de ARMe seleccionar el mas
eficiente. La comparacién de los métodos de esittacde ARN en cuanto a su eficiencia para ser
utilizados para posterior andlisis del CiLV por RTR, implica varias etapas, las cuales se repasent
esquematicamente en el diagrama de flujo de la&igu

a. Métodos de extraccidn de ARN.Los protocolos comparados fueron los siguientes:
Extraccion de ARN de citricos (Locat al., 2003: 1319), extraccidn de acidos nucleicos ¢stakguido
de minipreparacion de ARN (Lee, R.) y miniprepadactirecta de ARN (Lee, R.). Los protocolos,
soluciones y reactivos a utilizados se presentdose@uadros 1, 8, 9 y 10. Los protocolos dedaadros
8 a 10, fueron proporcionados directamente a ldd.idlargarita Palmieri durante un trabajo conjwtn
el Dr. Richard Lee y la Universidad de Florida (JFn el afio 2003; estos protocolos fueron desactod
especialmente para la extraccion de acidos nusleleomuestras que debian transportarse o almaeenars
por largos periodos de tiempo.

b. Andlisis espectrofotométrico ultravialale concentracion y pureza del ARN extraido.
La eficiencia de los protocolos de extraccion déNAR evalud segun la concentracion y la purezaél
extraido, a través de un analisis espectrofotootétltravioleta ¥id. Cuadro 11). La concentracion de
ARN debia ser mayor que 100ng/ul y la pureza dets éndicada por una razongAg entre 1.9y 2.1
(Adaptacion de Qiagen RNeasy Kit Instruction, 20&%1inea).



Figura 7. Diagrama de flujo del procedimientoarahpara la comparacion de los métodos de extrac® ARN,

para posterior diagndstico del CiLV.
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Cuadro 8a. Protocolo de extraccidn de acidosemad totales (Lee, R.)

Extraccidn de acidos nucleicos totales modificado (Lee, R.)

2.0 ml de SDS 10%

ocasionalmente.

2X.

1  En un tubo cénico de 50 ml colocar:
18.0 ml de TAMPON GPS 2X

200 pl de 2-MERCAPTOETANOL
5.0 mg de polvo de BENTONITA
5.0 ml de FENOL:CLOROFORMO:ISOPENTANOL
2 En un mortero, pulverizar 4.0 g de tejido vegetal con nitrégeno liquido.
Transferir el polvo al tubo cénico previamente preparado.
3 Agitar con vértex y poner en hielo; dejarlo por 15-20 min agitando

4 Centrifugar a 8,000 rpm por 15 min. Transferir la fase acuosa (superior) a
un tubo cénico de 50 ml. Ajustar el volumen a 20 ml con TAMPON GPS

5 Agregar 25 ml de ETANOL AL 95% frio y 2.5 ml de ACETATO DE SODIO
3.5 M. Tapar, mezclar bien y almacenar a -20°C
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Cuadro 8b. Soluciones y reactivos utilizadoslgr@ocolo de extraccion de acidos nucleicos éstélee, R.).

TAMPON GPS 2X

Componente Concentracién final
Glicina 02M

NaH:PO. 0.1 M

NadCl 0.6 M

pH 9.6

Autoclavear, almacenar a temperatura ambiente

$DS 10% (p/v)

Componente Proporcién final

Extraccién de acidos nucleicos totales (Lee, R.)

2-MERCAPTOETANOL

POLVO DE BENTONITA

FENOL:CLOROFORMO:ISOPENTANOL

SDS 10g
Agua destilada
Autoclavear, almacenar a temperatura ambiente

llevar a 100 ml

Componente Proporcién final
Fenol 25
Cloroformo 24
Isopentanol 1
ETANOL 95%

ACETATO DE SODIO 3.5 M




Cuadro 9. Protocolo de minipreparacion de ARMwdipde acidos nucleicos totales (Lee, R.)

Minipreparacién de ARN a partir de acidos nucleicos totales
modificado (Lee, R.)

Agitar el tubo que contiene los &cidos nucleicos totales y transferir 2.0 ml a
un minitubo de 2.0 ml. A partir de este paso, el minitubo y las soluciones
a utilizar deben mantenerse a 4°C o en hielo.

Centrifugar por 10 min a 14,000 rpm a 4°C. Decantar el sobrenadante y
resuspender en 333 pl de TAMPON STE 1X. Mantener con agitacion
constante por 10 min.

Agregar 0.02 g de polvo CF-11y 80 pl de ETANOL AL 95%. Mantener
con agitacién constante por 30 min.

Centrifugar por 1 min a 14,000 rpm a 4°C. Decantar el sobrenadante y
agregar 400 ul de TAMPON STE 18%. Agitar con vértex brevemente y
mantener con agitacion constante por 3 min.

Repetir el paso 4 un total de 4 veces.

Centrifugar por 1 min a 14,000 rpm a 4°C. Decantar el sobrenadante y
agregar 400 ul de TAMPON STE 1X. Mantener con agitacion constante
por 5 min y centrifugar por 5 min a 14,000 rpm a 4°C.

Transferir el sobrenadante a un minitubo de 2.0 ml. Agregar 2.5
volimenes de ETANOL AL 95% y 0.1 volimenes de ACETATO DE SODIO
3 M, pH 5.2. Mezclar bien y almacenar al menos 1 h a -20°C.

Centrifugar por 25 min a 14,000 rpm a 4°C. Decantar el sobrenadante y
agregar 100 ul de ETANOL AL 70%. Centrifugar por 10 min a 14,000 rpm
a4°C.

Decantar el sobrenadante y secar el precipitado al aire. Resuspender el
precipitado en 25 pl de AGUA ULTRAPURA.
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Cuadro 10a. Protocolo de minipreparacion dirdetARN (Lee, R.)

10

Minipreparacion directa de ARN modificado (Lee, R.)

En un minitubo de 2.0 ml pesar 0.2 g de tejido vegetal fresco (o 0.1 g de
tejido liofilizado).

Sumergir el tubo en nitrégeno liquido y pulverizar el tejido utilizando un
palillo de madera estéril.

Agregar 400 ul de TAMPON STE 1X, 500 ul de
FENOL:CLOROFORMO:ISOPENTANOL y 90 ul de SDS al 10%. Agitar
con vértex brevemente y mantener con agitacién constante a temperatura
ambiente por 10 min.

Transferir 333 ul de sobrenadante a un minitubo de 2.0 ml. Agregar 0.02
g de polvo CF-11 y 80 ul de ETANOL AL 95%. Mantener en hielo con
agitaciéon constante por 30 min.

Centrifugar por 1 min a 14,000 rpm a 4°C. Decantar el sobrenadante y
agregar 400 ul de TAMPON STE 18%. Agitar con vértex brevemente y
mantener en hielo con agitacién constante por 3 min.

Repetir el paso 5 un total de 4 veces.

Centrifugar por 1 min a 14,000 rpm a 4°C. Decantar el sobrenadante y
agregar 400 ul de TAMPON STE 1X. Mantener con agitacién constante
por 5 min y centrifugar por 5 min a 14,000 rpm a 4°C.

Transferir el sobrenadante a un minitubo de 2.0 ml. Agregar 2.5

volimenes de ETANOL AL 95% frio y 0.1 volimenes de ACETATO DE

SODIO 3 M, pH 5.2. Mezclar bien y almacenar al menos 1 h a -20°C.
Centrifugar por 25 min a 14,000 rpm a 4°C. Decantar el sobrenadante y
agregar 100 ul de ETANOL AL 70%. Centrifugar por 10 min a 14,000 rpm
a4°C.

Decantar el sobrenadante y secar el precipitado al aire. Resuspender el
precipitado en 25 pl de AGUA ULTRAPURA.
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Cuadro 10b. Soluciones y reactivos utilizadososrprotocolos de minipreparacion de ARN (Lee, R.).

Minipreparacién de ARN a partir de 4cidos nucleicos totales y minipreparacién directa de

ARN (Lee, R.)

TAMPON STE 10X

Componente Concentracion final
Tris-HCI, pH 8 0.1M

NaCl ™M

EDTA 0.01M

Autoclavear, almacenar a temperatura ambiente
POLVO CF-11
ETANOL 95%

TAMPON STE 18%

ACETATO DE SODIO 3 M, pH 5.2

ETANOL 70%

Componente Proporcién final (v/v)

Etanol 95%
Agua ultrapura

70%
30%

AGUA ULTRAPURA

Agua suavizada, destilada, deionizada, irradiada con
radiacién UV vy filtrada

FENOL:CLOROFORMO:ISOPENTANOL

Componente Proporcién final (v/v) Componente Proporcién final

STE 10X 10 Fenol 25
Etanol 95% 18 Cloroformo 24
Agua destilada llevar a 100 ml Isopentanol 1

Cuadro 11. Protocolo para el andlisis espectrofétdco ultravioleta.

Analisis espectrofotométrico ultravioleta de concentracién y pureza
del ARN extraido

1 Enuna celda de cuarzo colocar 499 ul de AGUA ULTRAPURA y 1 ul del
ARN extraido, homogenizar por inversién.
2 Medir la absorbancia a 260, 280 y 320 nm.
3 Calcular la concentraciéon de ARN segln la siguiente ecuacion:
[ARN]ng Il = (A, — Asy)( factor conversion ARNss)( factor dilucion)

[ARN]Ng / pL = (Ay = As)(40ng / £1L)(500)

4 Calcular la pureza del ARN segln la siguiente ecuacién:
pureza ARN = (Agg, = Agy) [(Aggy ~ Agpo) =1.922.1
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3. Secuenciaciéon de los productos de PGR procedié a secuenciar un producto de PCR
obtenido con cada uno de los pares de iniciadoEssos productos se obtuvieron a partir de una traues
sintomatica empleada para la optimizacién del m@&tdderon purificados y enviados a Corea para ser
secuenciados por la empresa Macrogen.

a. Purificacién de productos de PCRos productos de PCR se purificaron cokietomercial
Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Prom€gaporation 2001), segun lo indica el fabricante,
para una purificacién directa de productos de Pi@Rit#lizar bomba de vacio. Se partié6 de un volame
inicial de 100 pl de cada producto de PCR y sewabtun volumen final de 50 ul de cada producto d&PC
purificado.

b. Secuenciacién de productos de PCRos productos de RT-PCR, MP y Rep, fueron
secuenciados por la empresa MACROGEN. Para lgitgade secuenciacion utilizaron el sistema BigDye
Terminator (Applied Biosystems), y fueron analizadmr medio del Secuenciador Automatico 3730xI
(Applied Biosystems).

c. Andlisis de los resultados de la seciaeion de los productos de PCR y comparacion
con secuencias publicadas en el GenBanlRara la determinacién de las secuencias consenso,
alineacion y construccion de arboles filogenétisesutilizo elsoftwareCLC Free Workbench 1.01 (CLC
bio A/S 2005). Los arboles filogenéticos fueromegados aplicando el algoritmo de agrupamiento

unweighed pair group method using arithmetic avesgfgyPGMA).

4. Evaluacion general de especies citricas

a. Recoleccion y transporte de muestraSe recolectaron muestras de material vegetal de
diferentes especies de citricos en 20 plantaciohi&sdas en 9 departamentos de las principalesmeg)i
citricolas del pais.  Se procuré que el materdggletal recolectado presentara sintomas similales a
descritos para la enfermedad de la leprosis deitiosos.

Las muestras de material vegetal se recolattmdolsas plasticas con cierre y fueron idemniifés con
un nimero correlativo asociado a una base de éatds que se anotaron las coordenadas geografitas d
lugar de colecta (georreferenciadas con un GP&H@armin eTrex Vista), su localizacion departatakn
tipo de cultivo y los sintomas observados. Lassmae fueron transportadas en hielo hasta el l&drara
donde se separaron las partes correspondientas &ediones foliares y de ramas y se liofilizaron.
Posteriormente se almacenaron a 4° C, con silicaog® desecante, hasta el momento del analisis.

b. Diagnostico molecular del CiLVA todas las muestras colectadas se les extrajo #din
Locali et al. 2003; y se les aplicé la prueba diagnéstica dePRR con los iniciadores MP y Rep bajo las
condiciones descritas anteriormente.

c. Anadlisis de resultados. Se consideraron positivas todas aquellas muestias en la
electroforesis en gel de agarosa presentaran untkaltle aproximadamente 339 pb con los iniciadoriés M

0 una banda de aproximadamente 402 pb con losditices Rep.



. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Optimizacion del método de diagnostico molecdk CiLV. para lograr

cumplir los objetivos de este trabajo de invesii@acse siguio la metodologia descrita en la seccié
anterior, con lo cual se obtuvieron los siguienéssiltados:

1. Optimizacién del métodoEl objetivo general de este estudio fue implemelataécnica de
RT-PCR como método de deteccion del virus de leokp de los citricos (CiLV) en Guatemala. Pala, el
se tom6 como base un estudio realizado en Bras#é] afio 2003, en el que se reporta el desarrelidod
pares de iniciadores a partir de una bibliotecaA@Nc proveniente de ARNdh aislados de plantas
sintoméaticas originarias de Brasil (Locali al 2003). A partir de la publicaciéon de este estudiros
paises latinoamericanos como Bolivia y Colombia dyglitado las herramientas moleculares ahi progsiest
para el diagnéstico del CiLV, resultando efectiyadicientes (Gomeet al.,2005: 686). Por estas razones
se decidié implementar esta técnica para la déteds! virus que afecta a plantaciones guatemailteca

Se tratd de reproducir la metodologia propupstalLocaliet al 2003, adaptandola a las condiciones y
recursos disponibles en el Laboratorio de VirolatghDepartamento de Proteccion Vegetal del Institie
Investigaciones de la UVG.

Toda la cristaleria, reactivos, equipo y areastrabajo utilizadas son de uso exclusivo para la
manipulacién de ARN. Todos los microtubos y purttasmicropipeta eran estériles y certificados como
«libres de ARNasas y ADNasas» por el fabricantéemas se aplicaron rigurosas rutinas de desinfeccié
del area de trabajo antes, durante y después gedosdimientos; que consistian en la aplicacionrte
solucién de cloro al 10% dejandola actuar duranmténb seguida de la aplicacién de etanol al 70%.
También se tuvo el cuidado de cambiarse de guaatis vez que se cambiaba de procedimiento o si se
manipulaban reactivos distintos para asi evitatasnmacion de las soluciones de trabajo, asi camno |
degradacion del ARN que se estaba extrayendo. dDebique no se contaba con dietilpirocarbonato
(DEPC), que es el reactivo que se utiliza parartrelt agua que esta en contacto con ARN; en su Beja
utilizé agua ultrapura, que consiste en agua sadsiz destilada, deionizada, irradiada con radiacién
ultravioleta y finalmente pasada por un filtro deu®. Para evitar su contaminacién se almacend en
alicuotas a -20° C. Todas las soluciones y tangpaereesarios, tanto para la extraccion del ARN,ccom
para el RT-PCR se prepararon con esta agua.

Exceptuando las modificaciones ya mencionadas,reprodujo el protocolo de extraccion y las
condiciones del PCR sugeridas por Loealal 2003. En cuanto a la reaccion de transcrip@densa, ésta
se llevé a cabo con Wit comercial, no con las enzimas puras como se @és@n el estudio. Para esto
ultimo fue necesario estandarizar la mejor coneerdn de iniciador y los tiempos de incubacion tadede
los margenes sugeridos por el fabricante; ademasilem un termociclador en vez de bloques térmico

para tener un mejor control de la temperaturargp@s de incubacion.
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El kit comercial empleado, segin el manual del fabricgr@emite llevar a cabo la transcripcion reversa
y el PCR en un solo paso, ya que contiene todasnlzinas y reactivos necesarios para ambas reascion
Sin embargo, al intentar utilizarlo de esta mankEr@&@CR se inhibia por la alta concentracién de ADN
presente en el tubo de reaccién. Por este ma@e/grocedid a realizar un paso de purificacion B&Né&
previo a su uso como plantilla de la PCR.

En la siguiente figura se muestra una eleatesfe en gel de agarosa al 1% en TAE 1X de los
amplicones obtenidos con los iniciadores MP, pramde la reaccion realizada en un solo paso (cdit el

comercial) y de la reaccion llevada a cabo en pasidgduales, como se indica en la seccion de dwto

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa aeh%mpdn TAE 1X de los productos de la RT-PCRicmmdores

MP; de derecha a izquierda: MM, escalera de madacuar de 1kb (Promega, Madison WI); (1) y (darcto de

RT-PCR utilizando ekit comercial en un solo paso; (3) y (4) producto TeFRER utilizando el kit comercial para la
reaccion de transcripcion reversa seguido de pacifbn de ADNc y realizando una PCR convencional.

En la Figura 8 se observa que con la reaccién esolenpaso con it comercial no se obtuvo la banda
de interés; mientras que utilizandoké comercial para la reaccién de transcripcion reyeseguida de
purificacion de ADNc y realizando una PCR convenaiopor separado, si se obtuvo el producto de
aproximadamente 350 pb que se esperaba. Se emda RT-PCR en un solo paso, la PCR fue inhibida
por la alta concentracion de ADNc sintetizado dtgda transcripcion reversa; ya que basté con @ejlul
ADNCc purificado (aproximadamente 400 pQ/para llevar a cabo la PCR convencional y obtegler
producto de amplificacién esperado.
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A partir de estos resultados se decidid queamkgor era realizar individualmente cada reaccion
(transcripcion reversa y PCR), llevando a cabo asppadicional de purificacion del ADNc entre ambas.
De esta manera se logré la optimizacién de la ¢écdel RT-PCR para los iniciadores MP, y luego se
aplicaron las mismas condiciones a los iniciad&®es, lograndose asi la optimizaciéon de ambas r@aesi
(vid. el Cuadro 4, pagina 20 en la seccién Métodos).laBrigura 9 se observa la electroforesis en gel de
agarosa al 1% en TAE 1X de los amplicones obtenaws los iniciadores MP y Rep, trabajados en

triplicado.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa aeh%mpdn TAE 1X de los productos de la RT-PCRicmmdores
MP y Rep; de derecha a izquierda: MM, escalenaa&a molecular de 1kb (Promega, Madison WI); @)y (3)
productos de RT-PCR con iniciadores MP; B, blanetadRT-PCR con iniciadores MP; (4), (5) y (6) protbs de RT-
PCR con iniciadores Rep; B, blanco de la RT-PCRicmmdores Rep.

En la Figura 9 se observa que bajo las mismadiciones, con ambos iniciadores se obtuvo elyrad
de amplificacion del tamafio esperade339pb para MP y402pb para Rep. Los productos de la RT-PCR
fueron visualizados en una matriz de agarosa ajydYue asi se sugeria en el estudio; pero se deqidi
para las muestras de la evaluacién general deiesptricas se emplearia una matriz al 2% paiex tema
mejor resolucién de la banda de interés y asi pdidénguir mejor el tamafio de los amplicones. ds
se empez6 a utilizar una escalera de masa molemdar informativa y que se adecuaba mejor a la
visualizacion del tamafio de los productos esparado

2. Comparacion de tres métodos de extraccion dd AR citricos para su posterior

analisis por RT-PCRCon el objetivo de seleccionar un método de exibacte ARN que permitiera
la obtencién de ARN puro y de alta concentraci@e, cpnstituyera una plantilla adecuada para el RR;P

se compararon tres protocolos los cuales se dettlda seccion de Métodos. Los protocolos conojuesra
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fueron los siguientes: Extraccion de ARN de aodisi (Localiet al. 2003), extraccion de acidos nucleicos
totales seguido de minipreparacion de ARN (LeeyRnjnipreparacion directa de ARN (Lee, R.).

Las muestras utilizadas para esta parte dafliestueron hojas de arboles de naranja dulce queedian
de Chicacao, Suchitepéquez. En el siguiente ousldetalla la sintomatologia observada en lastmase

utilizadas.

Cuadro 12. Muestras utilizadas para la comparad®ios métodos de extraccion de ARN y la sintotogta asociada
a las mismas.

No. de . .
Sintomatologia
muestra
1 Hojas con manchas cloréticas circulares, no se
observaron sintomas en la rama
o% Hojas con manchas clordticas circulares, no se
observaron sintomas en la rama
3% Hojas sin sintomas, costras necréticas circulares
en la rama.
4 Control negativo. Hojas de naranja sanas
provenientes de un invernadero libre de virus.

*provienen del mismo &rbol

Cada muestra se trabajo en triplicado, con cadade los métodos. En los resultados, cada erdasd
repeticiones se identifica como 1.1, 1.2, 1.3, 2.2, etc., respectivamente.

Se seleccionaron estos tres protocolos ya lgpeneero es el que se sugiere en la publicaciGsitafia
de la cual se obtuvo el RT-PCR que se aplic6 em estudio; mientras que los otros dos son los que s
utilizan en la Universidad de Florida para el digsfito de otros virus y viroides que afectan a @spe
citricas.

Como ya se menciono, los protocolos fueron @agos en cuanto a la pureza y concentracion dbl AR
extraido; determinadas por analisis espectrofotocoétultravioleta ¢id. Métodos). Las lecturas
espectrofotométricas a partir de las cuales seviaban los resultados, se reportan en el Apéndice A
cuadros 25 y 26. Los resultados obtenidos con cadade los métodos se presentan en los siguientes

cuadros.
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Cuadro 13. Purezay concentracién del ARN extrdi&loada una de las muestras, en triplicado, poétldo de

extraccion de ARN de citricos (Locali al 2003).

No. de | Pureza| Concentracién
muestra| ARN ARN (ng/pL)
1.1 1.840 920
1.2 1.773 780
1.3 1.958 940
2.1 1.906 1220
2.2 1.941 660
2.3 1.900 1140
3.1 1.966 1140
3.2 2.021 1900
3.3 1.969 1260
4.1 2.087 960
4.2 2.100 1260
4.3 2.152 1980
media | 1.9678 1180

Cuadro 14. Purezay concentracién del ARN extrdi&loada una de las muestras, en triplicado, poétldo de

extraccion de acidos nucleicos totales seguidoidgmaparacion de ARN (Lee, R.).

No. de | Pureza| Concentracién
muestra| ARN ARN (ng/pL)

1.1 2.000 40

1.2 2.000 40

1.3 * 20

2.1 20

2.2 20

2.3 * 20

3.1 1.000 20

3.2 * 20

3.3 0

4.1 0

4.2 0

4.3 * 0

media 1.667 16.667

*no se pudo calcular
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Cuadro 15. Purezay concentracién del ARN extrd&loada una de las muestras, en triplicado, poétldo de
minipreparacion directa de ARN (Lee, R.).

No. de | Pureza| Concentracién
muestra| ARN ARN (ng/pL)

1.1 0.000 0

1.2 0.000 0

1.3 1.500 60

2.1 1.000 60

2.2 1.500 60

2.3 1.667 100

3.1 1.800 180

3.2 * 20

3.3 3.000 60

4.1 1.000 20

4.2 0.000 0

4.3 1.000 20

media 1.133 48.333

*no se pudo calcular

Como puede observarse en los Cuadros 13, 14 y ifétedo de extraccion de ARN de citricos (Locali
et al 2003) fue el Unico que proporciond ARN con uneepa dentro del rango esperado de 1.9-2.1 (media
= 1.968), lo cual indica que la contaminacién pd@Mera minima. Ademas este método permitid la
obtencién de la concentracién mas alta de ARN (anedil80ng/uL) de los tres métodos.

Se cree que el rendimiento pobre de los otrétedos se debe a que el ARN es sometido a unasaxten
manipulacién (varios ciclos de centrifugacion-regausion y pipeteo constante), resultando en la
degradacion progresiva del ARN durante la extracci®dicionalmente, ambos métodos requieren un
periodo de tiempo mayor, especialmente el protodelextraccion de &cidos nucleicos totales segdédo
minipreparacion de ARN (Lee, Rg| cual no puede ser completado en un dia de trabeguiriendo un
minimo de dos dias consecutivos trabajando cuanastcada dia.

Ademas del mayor rendimiento del protocolo xkeaecion de ARN de citricos (Locadt al 2003), los
reactivos utilizados son de uso cotidiano en uori@orio de Biologia Molecular, lo cual represeutea
ventaja al momento de realizar una prueba de rutina

Debido a que el objetivo final de comparar wesodos de extraccion de ARN fue determinar ctél e
mas Util para el diagndstico del CiLV por RT-PCR;aala uno de los productos de las extraccionessse |
aplicé la técnica, previamente optimizada, del RORRcon los iniciadores MP. En las siguientes figuse
observan las electroforesis en gel de agarosa abA%AE 1X de los amplicones obtenidos con los

iniciadores MP para cada una de las muestras @atr&h triplicado con cada uno de los tres métodos.
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa aka%mpén TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
MP obtenidos a partir del ARN extraido con el métdd Extraccion de ARN de citricos (Locedial 2003). De
derecha a izquierda: MM, escalera de masa moledalakb (Promega, Madison WI); B, blanco de lafROR, (1.1),
(1.2) y (1.3) repeticiones de la muestra 1; (A2R) y (2.3) repeticiones de la muestra 2; (3JAR) y (3.3)

repeticiones de la muestra 3; (4.1), (4.2) y (#eBpticiones de la muestra 4 o control negativo.

43 % 4133 3231232221131211 B C+ MM
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa aka%mpén TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
MP obtenidos a partir del ARN extraido con el métdd Extraccion de acidos nucleicos totales segigdo
minipreparacion de ARN (Lee, R.pe derecha a izquierda: MM, escalera de masaculalede 1kb (Promega,
Madison WI); C+, control positivo; B, blanco deRT-PCR, (1.1), (1.2) y (1.3) repeticiones de la strgel; (2.1),
(2.2) y (2.3) repeticiones de la muestra 2; (JAR) y (3.3) repeticiones de la muestra 3; (44.2) y (4.3)
repeticiones de la muestra 4 o control negativo.

43 42 41 33 32 31 23 22 21 13 12 11 B C+ MM
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa aka%mpén TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
MP obtenidos a partir del ARN extraido con el métdd Minipreparacion directa de ARN (Lee, R.). Reetha a
izquierda: MM, escalera de masa molecular de Pkbniega, Madison WI); C+, control positivo; B, liarde la RT-
PCR; (1.1), (1.2) y (1.3) repeticiones de la mestr(2.1), (2.2) y (2.3) repeticiones de la muetr(3.1), (3.2) y (3.3)

repeticiones de la muestra 3; (4.1), (4.2) y (#eBpticiones de la muestra 4 o control negativo.

43 4241333231232221131211 B ¢+ x MM
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En las electroforesis mostradas en las Figd@sa 12, se esperaba observar una banda de
aproximadamente 350pb en las repeticiones de Iatraug y 2. No se esperaba observar la bandasen la
repeticiones de la muestra 3 ya que el tejidorfali@zual se le extrajo el ARN no presentaba siagom

Como se observa en la Figura 10, que correspahiahétodo de extraccion de ARN de citricos (Liogtal
al. 2003), en todas las repeticiones de la muestyaeth dos de tres repeticiones de la muestra 2 esta
presente la banda esperada. En la Figura 11ayuesponde al método de extraccion de acidos moslei
totales seguido de minipreparacion de ARN (Lee, §)o se obtuvo la banda esperada en una de tres
repeticiones de la muestra 2. Finalmente endarki12, que corresponde al método de Miniprep@maci
directa de ARN (Lee, R.), se observo la banda endaolas tres repeticiones de la muestra 1, pexalan
ellas fue muy leve.

A partir de estos resultados, se puede congligrel método de extraccién de ARN que resultaren
plantilla adecuada para la RT-PCR es el métodaxttaceion de ARN de citricos (Locadt al 2003), ya
gue permitié la deteccién del CiLV en las dos maesén que se esperaba encontrarlo.

Basandose en los resultados obtenidos pamnigaracion de los tres métodos de extraccion, sdepu
inferir que la extraccion del ARN es el paso decigpara que la técnica del RT-PCR funcione para el
diagnéstico del CiLV; ya que so6lo se obtienen tteslas certeros si el ARN utilizado como plantiltade

alta pureza y concentracion.
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B. Secuenciacion de los productos de PQCR. de los objetivos especificos de este

estudio fue secuenciar el fragmento de ADN ampldfic proveniente del virus y compararlo con las
secuencias reportadas por otros paises latinoaanesc Para ello se eligi6 una muestra que ya lsia ha
comprobado que generaba los productos de RT-PQberastos \id. Figura 17, Apéndice), los cuales
fueron purificados y secuenciados. Debido a liontaes econdmicas so6lo se obtuvo la secuencia de un
producto de PCR amplificado con cada uno de losspae iniciadores.

1. Purificacién de los productos de PCRara que un amplicon pueda ser secuenciado, es
necesario someterlo previamente a un proceso décaaion, con el fin de remover los iniciadores y
desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs) qagan quedado libres después de la PCR.

Los productos de PCR purificados fueron vigaalos por medio de una electroforesis en gel dosaga
al 2% y cuantificados espectrofotométricamente a pdeterminar si cumplian con una concentracién
aproximada de 50ng/ul, requerida por la empresavegdora del servicio de secuenciacién. A
continuacion se muestra la electroforesis de loslymtos de PCR purificados y la concentracién de lo

mismos, determinada a partir de su absorbanci® a6

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa at@%mpén TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
MP y Rep purificados. MM = marcador de masa madéct0bp Step LadddiPromega, Madison WI)

Cuadro 16. Concentracion de los productos de RR-pP@ificados que fueron secuenciados.

Producto de A A Concentracién
PCR 260 320 (ng/ulL)
MP 0.019| 0.005 175

Rep 0.012 | 0.002 125
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2. Secuenciacién de los productos de la RT-PCRura cada producto de RT-PCR,
constituido por ADN de doble hebra, se obtuvierome resultado dos secuencias: una que corresponde
la reaccion de secuenciacién de la hebra 5’ al@m@daPCR-forward y otra que corresponde a la
reaccion de secuenciacion de la hebra 3' a 5’ @R CR-reversg

Tanto las secuencias generadas por el secdeneiatomatico como los electroferogramas a paetios
cuales se generaron, se adjuntan en el Apéndice D.

Para obtener la secuencia consenso de caddeulas productos de la RT-PCR se utilizéseftware
CLC Free Workbench 1.01 (CLC bio A/S 2005). Cotegwograma, para cada uno de los productos de
RT-PCR, se alineo la secuencia de la hebra 5R@R-forward con la hebra complementaria invertida de
la hebra 3'-5’ PCR-reversg A partir de este alineamiento se localizéegidn informativa de las hebras
secuenciadas y se determind la secuencia consenstyada de las herramientas del programa.

En el caso del producto de la RT-PCR con ligadores MP (llamado “MP-PCR”) se obtuvo una
secuencia de 309 nucleétidos, delimitada por ldsiaidiores MP; cuyas secuencias también fueron
importadas alsoftware para alinearlas con el amplicon. En el ApéndiceFigura 18 se muestra el
alineamiento de ambas hebras del producto de IR@®R-con ambos iniciadores.

En el siguiente cuadro se presenta la secueangenso del producto de la RT-PCR amplificadolesn
iniciadores MP, el cual corresponde al ARNm deratgdna de movimiento célula a célula del CiLV de

Chicacao, Suchitepéquez .

Cuadro 17. Secuencia del ARNm de la proteina@émiento célula a célula del CiLV de Chicacao, IStepéquez.

Secuencia del ARNm de la proteina de movimiento célula a célula del CiLV de Chicacao,
Suchitepéquez

Longitud |309 pb

Secuencia | 1 CCCAACGAAA TGACGGCACT CAGTGGCTCA TAACCGTAAG CTGAGACACT GGGGTAAGAT
61 CTGTGGAGTC TTTTAGGCAA ATATCTGATG TTGTGCTCAT AATTGTGCCG CAGATAGCGC
121 TCCCGGACGA GCTGTCGCTA AAGCTTGTCG ATTCAGCTAA TATACTAGAG GCTGTTAATG
181 ACCAAGAGGT CACTGTCAAT AGTACTGGTG GTCCATGTGT TGTTGTCATG AACTGTGCCC
241 ATTCGATCCC GAATGAGGAC AGGACTCATG TTAATGGATC TGAAGTTCAC AGGCGGCTTG
301 GTATACAAA //

Nombre

Para el producto de la RT-PCR con los iniciadorep Rlamado “Rep-PCR”) se obtuvo una
secuencia consenso de 475 nucle6tidos, resultamtaelideamiento de las hebras del producto de PCR.
También se importaron abftwarelas secuencias de los iniciadores Rep para aliseaon el amplicon;
sin embargo se observaron algunas discrepanciagieyal complemento invertido del iniciaderersesi
se alineaba cerca del final del amplicon, permigiadorforward se alineaba en mas de una region del
amplicdon. Estas inconsistencias son congruentesocobservado en las electroforesis de los pradute
la RT-PCR de las muestras de la evaluacidn gefedakiguiente seccién) ya que se observan otras bandas
ademas la banda de interés. En el Apéndice Bir&ig0 se muestra el alineamiento de ambas heblas d

producto de la RT-PCR con los iniciadores Rep.
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En el siguiente cuadro se presenta la secueonigenso del producto de la RT-PCR amplificadolesn

iniciadores Rep, el cual corresponde al ARNm dejdicasa del CiLV de Chicacao, Suchitepéquez.

Cuadro 18. Secuencia del ARNm de la replicas&€dél de Chicacao, Suchitepéquez.

Nombre |Secuencia del ARNm de la replicasa del CiLV de Chicacao, Suchitepéquez

Longitud ]475 pb

Secuencia | 1 CACTCAAAAT CAACAGCCCC CGTCCCTGGA CGTAAAACCA AGGCTTCCCC ATACGTGAAG
61 AATCTCTGAA AACCAATTAG CGTGTAAATA GGGATTTGCT GATTAAAGCA AAGGTCACCA
121 CAAATCCCAC GATGACGGCA AAGGCCAGTG AGGTGTCCCA CCAGCAGATA AAAGCTCAAA
181 CTGGTGAACA CTCCGGGCAA CACGCTGACC AGGCATTTAA CCAAAATGCC CGTCTTCACA
241 AAGGCATAGA TGAAAAAACA CAGCGTTTCA AGGACCATAC CGCCCGCGAC CACCGTGAGG
301 AGACACTGCA TCCTGACCTG GGCCTTTGCA TGCCGGCOGTG GCATGACGCA ACAGGCGTGA
361 CGGTCAACAC CAGCGGCAGC AGTAATAAAT AACCAGCCGC CCGGGCCCGG CATGTTACGG
421 GACACATATC AAAGGGTGAC ATTTTAATAC TCCATAAGCG CTTGGAATTT TGAAC //

3. Comparacion de las secuencias obtenidasemrencias reportadas en el GenBank.
El objetivo de contar con secuencias originaria&datemala era poder compararlas con las secuencias
publicadas por otros paises latinoamericanos. éxeaanalisis también se empleéatwareCLC Free
Workbench 1.01 (CLC bio A/S 2005).

Para ello se hizo un alineamiento de las setagmbtenidas en este estudio con todas las sgasen
disponibles en el GenBank para ARNm de la protdmanovimiento célula a célula y para ARNm de la
replicasa del CiLV, respectivamente. Las represgomes graficas de los alineamientos se adjumiagi e
Apéndice B, Figuras 21y 22.

A partir de estos alineamientos se construyérbnoles filogenéticos para cada tipo de secuenciagl
fin de proporcionar una idea de la relacion genéddiel CiLV que afecta en diferentes paisesl. fFiguras
14y 15).

En los cuadros que se presentan a continuas®fistan las secuencias incluidas en cada uriosde
alineamientos y su procedencia.

Cuadro 19. Secuencias del ARNm de la proteimaalgémiento célula a célula del CiLV incluidas era@heamiento
con la secuencia correspondiente obtenida pard ®ld& Chicacao, Suchitepéquez.

Acceso a NCBI Definicién Procedencia
Citrus leprosis virus isolate Meta putative cell-to-| Llanos Orientales,
DQ272491 . .
cell movement protein mRNA sequence Colombia
Citrus leprosis virus isolate Yapacani putative
AY960216 cell-to-cell movement protein-like mRNA Santa Cruz, Bolivia
sequence
Citrus leprosis virus isolate Colonia San Juan
AY960215 putative cell-to-cell movement protein-like Santa Cruz, Bolivia
mRNA sequence
Citrus leprosis virus putative cell-to-cell .
AY289190 movement protein-like mRNA, partial sequence Brasil
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Cuadro 20. Secuencias del ARNm de la replicak&itl¥ incluidas en el alineamiento con la secuanci
correspondiente obtenida para el CiLV de ChicaBachitepéquez.

Acceso a NCBI Definicién Procedencia
AY960214 Citrus /epfom virus isolate {:'/ Torno putative
replicase mRNA, partial sequence
Citrus leprosis virus replicase-like mRNA, partial
sequence

Santa Cruz, Bolivia

AY289191 Brasil

Figura 14. Arbol filogenético generado para eledimiento de las secuencias del ARNm de la protiimaovimiento
célula a célula del CiLV (referirse a Cuadro 19).

0.9475 units
0.264] 0002 AYD60216 {(MP Yapacani)
0,000 ' 009 AY960215 (MP SnJuan)
o~ 0031 MP(Chicacao)
L2 Q272491 (MP Meta)

0.014]
|

L0%8 AY289190 (MP Locali2)

Figura 15. Arbol filogenético generado para eledimiento de las secuencias del ARNm de la replidakCiLV
(referirse a Cuadro 20).

0. 7079 units

2% AY9B0214 (REP ElTomo)
0,024 2270 AY289191 (REP Locali1)
: 0210 pep(Chicacao)

0.000

Como se observa en la Figura 14, para el ARMrfadgroteina de movimiento célula a célula, elonod
principal se dividen en dos ramas o agrupamientba. secuencia obtenida para el fragmento MP de
Chicacao, Suchitepéquez se encuentra en el mismupagiento que las de Colombia (Meta) y Brasil
(Locali2); mientras que las de Bolivia (Yapacartgn Juan) estan agrupadas en una rama distinta. Es
indica que el ARNm de la proteina de movimientaileétélula del CiLV que se encuentra en esta regién
de Guatemala es mas parecido a los originariosadentbia y Brasil; sin embargo no esta directamente
relacionado con éstos, pues estas Ultimas se eng@uemidas por un nodo mas en el que no se indtuye
proveniente de Chicacao.

Como se observa en la Figura 15, los ARNm depéicasa también se dividen en dos agrupamientos
principales. La secuencia obtenida para el fragonBep de Chicacao, Suchitepéquez se encuentrh en e
mismo agrupamiento que la de Brasil (Localil); rri@h que la de Bolivia (El Torno) se encuentra s u
rama distinta. Esto indica que el ARNm de la mgda del CiLV que se encuentra en esta regiéon de

Guatemala es mas parecido al originario de Brasil.
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En general, segun lo observado, en ambos t@ssecuencias obtenidas en este estudio, proesddat
Chicacao, Suchitepéquez, estan mas cercanamead@®reldas con las reportadas por Brasil. Estemig
gue el virus que afecta en esta regién del pais padir originalmente en plantas o acaros de preed
brasilefia, donde se reporté la enfermedad muchptieantes que en Guatemala.

No obstante, la informacién generada en estalies en cuanto a la secuencia del CiLV originaté
Guatemala, no es definitiva ya que se generd & plartuna sola secuencia de cada tipo; siendo aeges

un analisis mas extenso y profundo para generamizcion mas completa.

C. Evaluacion general de especies citriGagtimo objetivo especifico de este estudio

fue realizar una evaluacién general de especigsadtcultivadas en Guatemala, georreferenciar las
regiones evaluadas y localizar las zonas y tipoittieo en que el virus esta presente. Para edtew® a
cabo un muestreo de diferentes especies citrica® ptantaciones ubicadas en 9 departamentos de las
principales regiones citricolas del pais, a lasesuse les aplico la prueba diagnéstica del RT-B@R
ambos iniciadores.

1. Muestreo. En el Cuadro 21 se presenta el listado de puntosafiecta, su localizacion
departamental y sus coordenadas geogréficas. Hstos se representaron graficamente en un mapa
generado con aoftwareArcView GIS 3.2 yid. Figura 16).

Como se observa en el mapa de la Figura 16uotos 2, 19 y 20 no se encuentran en la locadimac
departamental que se indica en el Cuadro 21. &e gue esto se debe a variaciones debidas a la
incertidumbre de las coordenadas tomadas por elyGfSal mapeo de dichas coordenadas psofélvare
El punto de colecta nimero 10 no pudo localizarseelemapa ya que no se contaba con coordenadas

debido a que el GPS se quedo sin baterias dudamigestreo de este lugar.



Cuadro 21. Puntos de colecta, localizacion depemsal y coordenadas geograficas.

Procedencia Coordenadas
No. punto de Altitud
muestreo | Departamento Municipio Latitud Longitud | (mSNM)

1 Retalhuleu San Felipe 14.63503 91.61473 593
2 Escuintla Tiquisate 14.39197 91.29777 190
3 Retalhuleu Retalhuleu 14.47275 91.75615 185
4 Quezaltenango El Palmar 14.7057 91.62119 1094
5 Retalhuleu El Asintal 14.64252 91.73428 370
6 Zacapa Rio Hondo 15.01667 89.6667 204
7 1zabal Morales 15.4833 88.8167 40
8 1zabal Puerto Barrios 15.7833 88.7000 20
9 Izabal Puerto Barrios 15.7667 88.5333 40
10 Izabal -

11 Chiguimula Esquipulas 14.5667 89.3500 965
12 Chiquimula | COneePontas |4 5167 | 89.4500 | 802

Minas

13 Jalapa Mataquescuintla 14.5292 90.1842 1727
14 Baja Verapaz San Jerénimo 15.06118 90.25124 970
15 Baja Verapaz Salamé 15.11139 90.28984 975
16 Zacapa Huité 14.94943 89.73767 229
17 Baja Verapaz Rabinal 15.08069 |90.49223 914
18 Baja Verapaz Rabinal 15.09764 90.47613 978
19 Jalapa Mataquescuintla 14.4615 90.17095 1332
20 Suchitepequez Chicacao 14.29284 91.19086 425

*no se cuenta con coordenadas
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Figura 16. Mapa de los puntos de muestreo paedmacion general del CiLV.
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2. Evaluacion del CiLV en especies citric&s.todos los puntos de muestreo se recolectaron

muestras de material vegetal de diferentes espeitiEss, incluyendo naranja, limén persa, mamaayi
toronja. De ser posible, se procur6 que las masécolectadas presentaran sintomas similares a lo
descritos para la enfermedad de la leprosis deitidsos.

A todas las muestras colectadas se les exiRld segun Localet al.2003 y se les corrieron dos
pruebas de RT-PCR, una con cada par de iniciadeifes Rep), bajo las condiciones descritas en la
optimizacién del métodovid. Métodos).

En el Cuadro 22 se presenta el listado de masestilizadas, su procedencia, sintomatologisyltados
de ambas pruebas de RT-PCR. En el Apéndice F dey@am algunas fotografias de las muestras
analizadas. A partir de los resultados obtenid@glp concluirse que es posible diagnosticar cdezseta
presencia del CiLV por medio de la técnica del RORPa partir de tejido sintomaético foliar, de rameeo
fruto. Sin embargo, si el material vegetal no enés los sintomas caracteristicos en el tejidosgudtiliza
para la extraccion del ARN, entonces el diagndssieosuelve incierto, resultando positivo o leveraent
positivo solamente para uno de los dos pares dadares.

Por lo tanto, se recomienda que si se sospizhEeccion por CiLV, se corra la prueba del RTRP&@nN
ambos iniciadores y que se tomen muestras de absmess puntos distintos del arbol, preferiblemelge
tejido sintomatico, ya que debido a la no-sistedeidi de la infeccion, si no se toma la muestra
correctamente, puede incurrirse en falsos negativos

Esto Gltimo pudo comprobarse muestreando déoputistintos de un mismo arbol que presentara los
sintomas caracteristicos de la leprosis s6lo emakyde sus ramas. Los resultados obtenidos pta=m e
pruebas corresponden a las muestras 35-39 y 4fuédertenecen a dos arboles de naranja distintos.

En el primer caso, se obtuvieron resultadogtipos en 4 de las 5 submuestras, sin embargo eadlas
solamente fueron positivas con los iniciadores Regps submuestras que fueron positivas solo cas est
iniciadores aln no manifestaban sintomas; peroddeaila especificidad de la técnica del RT-PCR, la
infeccion fue diagnosticada antes de manifestdsseafente, ya que al virus le toma alrededor d80L4
dias producir la sintomatologia asociada a la erddnd.

Las muestras 40-42 pertenecian a un arbol gbiatpadecido la enfermedad pero habia sido pcetado
varias ocasiones; como puede observarse, se ofmmowviesultados positivos para 2 de las 3 submugestra
La Unica submuestra negativa correspondia a una sammingun sintoma, sin embargo las otras doagam
ya presentaban lesiones iniciales en la cortezasdimllos. Con este Ultimo caso se corroboratzesidad
de muestrear mas de un punto de cada arbol y jmefeente tomar tejido de aquellas partes del &hol
las que los sintomas ya se estén manifestandomagjeeste arbol junto con el de la muestra 34 auidp
que la poda aislada, sin un tratamiento adecuad@caricidas no es Util para la erradicacion delsvya
que permite la sobrevivencia de acaros virulifegoe pueden volver a inocular el virus e iniciar
nuevamente el ciclo de la enfermedad.

Otro hallazgo observado en las muestras adalizfue la presencia de manchas anaranjadas oagula

similares al “ojo de gallo” del café, en las muasts2, 53, 54, 56 y 65, provenientes de arbolasdmnja
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valencia. Todas las muestras mencionadas antenenpresentaron resultados positivos con ambes par
de iniciadores (excepto la 53 que solo fue positima iniciadores Rep). Esto es un dato de intgaésue
podria tratarse de una manifestacion distinta adacial CiLV que podria pasar inadvertida o podria

confundirse con sintomas causados por otros paiég@omo hongos o bacterias), conduciendo a la
aplicacién de un tratamiento erréneo.
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Cuadro 22. Muestras utilizadas para la evaluageaspecies citricas, procedencia, sintomatoljoggaultados de
ambas pruebas de RT-PCR.

No.
muestra Cultivo Departamento Municipio Sintomatologia (+)MP* | (+)Rep*
1 mandarina Retalhuleu San Felipe hojas jovenes acolochadas 0 17
2 naranja Escuintla Tiquisate arbol con manchas cloréticas con centro necrético 0 [0]
limén persa
3 pA Retalhuleu Retalhuleu desgarramiento de ramas con manchas necréticas 1 1
bears/swingle
naranja S . .
4 . Quezaltenango El Palmar aparente deficiencia, sintomas parecidos a leprosis 7 0
washington
naranja S . .
5 . Quezaltenango El Palmar aparente deficiencia, sintomas parecidos a leprosis 1 0
washington
naranja . .
6 . Quezaltenango El Palmar puntos amarillos y tumores en las hojas 0 0
washington
naranja . .
7 . Quezaltenango El Palmar puntos amarillos y tumores en las hojas 0 0
washington
mandarina . L
8 R Retalhuleu El Asintal Sin sintomas aparentes 0 0
dancing
limon . Hojas clordticas, deformes, puntos necréticos,
9 ) Zacapa Rio Hondo ) . punt 1 1
persa/macrofila enanismo, defoliacién
10 naranja valencia |zabal Morales Arbol viejo defoliado, hojas cloréticas, gomosis 0 0
n mandarina |zabal Puerto Barrios Enaciones en fruto, hojas enrrolladas hacia abajo 1 1
. . Mosaico, hojas con puntos cloréticos, lesiones
12 naranja |zabal Puerto Barrios ) P 1 1
redondas.
13 naranja |zabal - Lesiones en el tallo, hojas con clorosis 1 1
L A . Arbol enano, frutos podridos, hojas cloréticas, clorosis
14 limén persa Chiquimula Esquipulas P ) 1 1
en vena central
L A . Arbol enano, frutos podridos, hojas cloréticas, clorosis
15 limén persa Chiquimula Esquipulas P g 1 1
en vena central
Hojas cloréticas, puntos necréticos, deformacion y
16 mandarina Chiquimula Esquipulas acolochamiento en hojas jévenes, puntos amarillos en 0 0
frutos
. ) Venas cloréticas y reventadas, enaciones en las hojas,
naranja - Concepcidn Las . . . .
17 . Chiquimula . enrrollamiento hacia arriba, puntos amarillos en la 1 1
washington Minas L
parte inferior del fruto
. . Manchas necréticas en hojas, hojas jévenes con
18 mandarina Jalapa Mataquescuintla JA Jas) 0 0
acolochamiento
. . P Manchas cloréticas, hojas deformes, puntos
19 naranja Baja Verapaz San Jerénimo e ) . p 0 0
necrdticos, moteado, minador
naranja valencia . . N 2 . .
20 ) y Baja Verapaz Salama Defoliacién en un punto del arbol, amarillamiento. 0 0
/macrofila
21 mandarina Zacapa Huité Hojas amarillas, sintomas similares a leprosis 0 1
naranja Hojas cloréticas, clorosis intravenal, presencia de
22 rabinal/naranja Baja Verapaz Rabinal 4 ’ . -P 1 1
. minador
agria
. . . . defoliacién severa, amarillamiento en hojas, clorosis
23 mandarina china| Baja Verapaz Rabinal . . . ) Y 0 0
gomosis, amarillamiento entre venas
naranja . Amarillamiento localizado en hojas viejas, enaciones
24 . Jalapa Mataquescuintla L . 1 1
washington en brote nuevo, manchas similares a leprosis
25 naranja Jalapa Mataquescuintla Manchas cloréticas circulares similares a leprosis 0 0
26 naranja Jalapa Mataquescuintla | Puntos necréticos, defoliacién, brotes con enaciones 1 1
limén . . . o
27 " Suchitepequez Chicacao Enano, amarillo, manchas cloréticas 0 7
persa/macrofila
limén ) . )
28 " Suchitepequez Chicacao Enano, venas amarillas 1 0
persa/macrofila
limén Manchas amarillas en hojas, algunas con necrosis al
29 " Suchitepequez Chicacao ) g . . 0 0
persa/macrofila centro y otras alrededor, amarillamiento.
Puntos amarillos (moteado), manchas circulares
30 naranja Suchitepequez Chicacao ( R ) 0 0]
anaranjadas, enano
. . . Frutos con manchas necréticas hundidas rodeadas por
31 naranja Suchitepequez Chicacao L . . 1 1
halos cloréticos, ramas y hojas con sintomas
. . . Frutos con manchas necréticas hundidas rodeadas por
32 naranja Suchitepequez Chicacao L . . P (] 1
halos cloréticos, ramas y hojas con sintomas
. . . Muy pocas manchas cloréticas leves (adyacente al
33 naranja Suchitepequez Chicacao VP . fa (ady 0 1
sintomatico)
. . . Arbol que tuvo leprosis, se podé y esta
34 naranja Suchitepequez Chicacao q P P Y 1 1
aparentemente sano

*0 = negativo, 1 = positivo, 17= levemente positivo
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Procedencia
No.
Cultivo Departamento Municipio Sintomatologia (+)MP* | (+)Rep*
muestra
- Tonci
35 naran}a.va en.c1a Suchitepequez Chicacao (A) Rama sin sintomas de otro punto 0 7
/naranja agria
" lenci
36 naranJa‘va en.c1a Suchitepequez Chicacao (A) Rama sin sintomas de otro punto 0 1
/naranja agria
n lendi
37 naranJa.va en.c1a Suchitepequez Chicacao (B) Rama sin sintomas de otro punto 1 1
/naranja agria
38 naran}a.valen.aa Suchitepequez Chicacao (C) Rama principal con sintomas en el tallo 0 0
/naranja agria empezando
n lendi
39 naranJa‘va en.c1a Suchitepequez Chicacao (D) Ramas laterales de la principal 1 1
/naranja agria
narania valencia Arbol que tuvo leprosis pero se ha podado 3 veces.
40 4 ) . Suchitepequez Chicacao Sintomas similares a CiLV en el tallo. (A) Rama sin 0 0
/naranja agria N
sintomas
41 naranja‘valen.cla Suchitepequez Chicacao Arbol que tuvo leprosis p‘ero se ha podado 3 veces. 1 1
/naranja agria (B) Rama con sintomas en tallo
4 naran}a.valen.aa Suchitepequez Chicacao Arbol que tuvo leprosis p‘ero se ha podado 3 veces. 1 0
/naranja agria (B) Rama con sintomas en tallo
43 naran}a‘valen.aa Suchitepequez Chicacao (A) Rama con supuestos sintomas iniciales de CiLV 1 1
/naranja agria (mancha)
44 naranja‘valen.cla Suchitepequez Chicacao (A) Rama con supuestos sintomas iniciales de CiLV 1 "
/naranja agria (mancha)
- lendi
45 naran}a.va en.CIa Suchitepequez Chicacao (B) Rama opuesta sin sintomas 7 0
/naranja agria
- Tendi
46 naranja‘va enFIa Suchitepequez Chicacao (A) Hojas con manchas clordticas 0 0
/naranja agria
n lendi
47 naranJa‘va en.c1a Suchitepequez Chicacao (B) Rama opuesta sin sintomas 0 0
/naranja agria
- lendi
48 naran}a.va en.CIa Suchitepequez Chicacao (B) Rama opuesta sin sintomas 1 0
/naranja agria
49 naran}a‘valen.aa Suchitepequez Chicacao Rama con smtor‘nas en tallo y hojas, frutos con 1 1
/naranja agria sintomas severos
50 naranja‘valen.cla Suchitepequez Chicacao Rama con smtor‘nas en tallo y hojas, frutos con o 1
/naranja agria sintomas severos
51 naran}a.valen.aa Suchitepequez Chicacao Rama con smtor‘nas en tallo y hojas, frutos con 0 1
/naranja agria sintomas severos
- Tendi -
52 naran}a‘va enFIa Suchitepequez Chicacao Arbol a la par de 51, solo con mancha anaranjada 1 1
/naranja agria
53 naranJa‘valen.CIa Suchitepequez Chicacao Arbol a la par de 51 (otro'dlferente) con mancha o 1
/naranja agria anaranjada
j i A 1 if
54 naran}a.valen.aa Suchitepequez Chicacao Arbol a la par de 5 (otro diferente) con mancha 1 1
/naranja agria anaranjada (rama y fruto)
j i A 1 if
55 naran}a‘valen.aa Suchitepequez Chicacao Arbol a la par de 5 (Otl’O'dl erente) con mancha 0 0
/naranja agria anaranjada
56 naranja‘valen.cla Suchitepequez Chicacao Arbol a la par de 51 (otro'dlferente) con mancha 1 1
/naranja agria anaranjada
57 naran)a.valen.aa Suchitepequez Chicacao Arbol sin smtor.nas de CILY pero con mancha 0 0
/naranja agria anaranjada en hojas y frutos
- Tendi -
58 naranja‘va enFIa Suchitepequez Chicacao Arbol con sintomas de CilV severos 1 1
/naranja agria
59 r?aranje? Suchitepequez Chicacao Amarillamiento en venas, enano 1 0
agria/carrizo
60 rTaranJa} Suchitepequez Chicacao Arbol con sintomas de CiLV ” 0
agria/carrizo
61 r?aranja. Suchitepequez Chicacao Sin sintomas aparentes 0 0
agria/carrizo
62 toronja Suchitepequez Chicacao Amarillamiento en hojas 7 1
63 toronja Suchitepequez Chicacao Amarillamiento en hojas y manchas cloréticas 12 1
64 limén mandarina| Suchitepequez Chicacao Hojas amarillas, mancha grasienta, puntos necréticos 7 7
hojas de citri
65 cJas de cliricos Suchitepequez Chicacao ojo de gallo y rofa 1 1
al azar
hojas de citricos . . . _
66 al azar Suchitepequez Chicacao manchas amarillas no definidas 0 0
67 mandarina Suchitepequez Chicacao Hojas amarillas, puntos necréticos 7 0
68 mandarina Suchitepequez Chicacao Puntos cloréticos, ojo de gallo (poco) 0 0
hojas de citri
69 o;asal :anlrncos Suchitepequez Chicacao Rofia y manchas cloréticas 1 1

*0 = negativo, 1 = positivo, 12= levemente positivo
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En el Cuadro 23 se presenta un resumen del nUneerougstras positivas con cada uno de los
pares de iniciadores. Como ahi se indica, el 40dé%as muestras analizadas resultaron positivas co
ambos iniciadores, con lo que se confirma indibbertnente la presencia del CiLV en estas muestess.
importante tomar en cuenta que al correr las dosh@as se evitan falsos negativos; este es el eatsd

muestras que fueron positivas solamente con uhasd#os pares de iniciadores.

Cuadro 23. Resumen de los resultados positivaslpaiRT-PCR con cada uno de los dos pares dadoies.

Muestras positivas / o
Yo
total muestras
Positivos MP 37/69 53.6
Positivos Rep 38/69 55.1
Positivos MP y Rep 28/69 40.6
Positivos MP y no Rep 09/69 13.0
Positivos Rep y no MP 10/69 14.5

En el Apédice C se adjuntan las electroforesigel de agarosa al 2% en TAE 1X de los amplicones
obtenidos con los iniciadores MP y Rep para cadadenas muestras del listado del Cuadro 22.

En las electroforesis puede observarse que &lele la banda de interés de aproximadamente 330pb
para MP y 450pb para Rep, se observan otras baeddistinto tamafio y de menor intensidad. Aunque
estos productos «inespecificos» parecieran seltadewle una pobre optimizacion de las condiciatea
PCR; esto no es asi ya que se intenté cambiardadicones del PCR (concentracion de cloruro de
magnesio, dNTP’s, ADNc molde, tiempos y temperatul@ reaccion) pero, bajo condiciones distintasa |
propuestas en Locadit al. 2003, la PCR simplemente no funcionaba. Por esiames se cree que las
bandas mudltiples se deben a multiples sitios degptamentariedad entre los iniciadores y el ADNc raold
Esto a su vez puede deberse a variabilidad gerdioarus, es decir, que la secuencia del virus afecta
en las diferentes regiones guatemaltecas no estig@mente idéntico al virus brasilefio del cual se
derivaron los iniciadores desarrollados por Loealal 2003. Esto Ultimo es consistente con lo observad
en los arboles filogenéticos presentados en lagr&sgl4 y 15, en los que se pudo observar queaa ges
que la secuencia de los amplicones de Chicacadjt8péquez es similar a la proveniente de Brasig®
difieren lo suficiente para ser ubicadas en ranstinths. Sin embargo, esto necesita ser vedifiazon
mas casos.

Otro factor que pudo haber influido en la obaeidn de multiples bandas es la concentracidnade |
matriz de agarosa empleada, ya que a mayor coacéntr se obtiene una mejor resolucién de bandas de
diferentes tamafios, y por ende un mayor nimercaddas. En este estudio se empled una matriz al 2%,
mientras que en Locadit al 2003 se utiliz6 una matriz al 1%. Se utilizdé unatriz mas concentrada para
determinar con mayor exactitud el tamafio de lagd®y diferenciar mas facilmente el producto derés

respecto al frente de la corrida.
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Finalmente, los puntos de muestreo en que cen&® la presencia del CiLV fueron localizadosuen
mapa, generado con sbftwareArcView GIS 3.2 yid. la Figura 17); y se hizo un listado de las especie
citricas y procedencia de las muestras infectaddsQuadro 24).

Como se observa en el Cuadro 24, se enconpé@esencia del virus en las distintas especiedtdeos
muestreadas (naranja, limén persa, mandarina yjioro Como era de esperarse, la mayoria de dtrico
infectados fueron naranjas; pero también se erammmivarios arboles de limén persa infectados (trages
3,9, 14, 15, 27 y 28). Esto dltimo es un hallaasmante ya que ninguno de los arboles de lineisap
que resultaron positivos presentaba la sintomataldipica de la enfermedad; sino que presentaban
enanismo y clorosis generalizada, que son sintarsaalmente asociados a infeccion por otros agentes
virales o viroidales. Esto es alarmante ya quegdmente se considera al limén como «mas tolesaate
la enfermedad de la leprosis de los citricos; nstastie, es posible que el limén sea mas tolerade a
manifestacién de la sintomatologia asociada afereedad pero de igual manera puede ser infectado p
el CiLV y ser un reservorio asintomatico del éste.

Estos resultados suman importancia a la aplicade las pruebas diagnosticas para el CiLV y su
implementacion en el control de calidad y contitolsinitario de las especies citricas que se caatigen
dentro y fuera del pais; asi como en la certiftoacdel material vegetativo que se emplea para
propagacion; para evitar asi la dispersion de fereredad.

Cabe mencionar que en Guatemala las distirgpec&es de citricos forman parte de los “arboles
domésticos” que se encuentran comunmente en ldimgarde las viviendas del area rural. Esto dificu
aun mas el control de la dispersién del patégen@ua muchos de estos arboles pueden encontrarse
infectados y pasan desapercibidos, debido a quepresentan un ingreso ni mucho menos una pérdida
econdmica para sus duefios. Sin embargo, estddipoboles si son un reservorio importante del GiLV

ademas constituyen un vehiculo de dispersion y mievito tanto del patégeno como del acaro vector.
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Figura 17. Mapa de los puntos de muestreo paedimacion general del CiLV en los que se diagn6st presencia
del virus por medio de la técnica del RT-PCR (lzealos con un circulo amarillo).
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Cuadro 24. Especies citricas y procedencia delestras infectadas por CiLV.

No. de punto Procedencia :
— Cultivo
de colecta | Departamento Municipio
1 Retalhuleu San Felipe mandarina
3 Retalhuleu Retalhuleu limén persa bears/swingle
4 Quezaltenango El Palmar naranja washington
6 Zacapa Rio Hondo limén persa/macrofila
8 |zabal Puerto Barrios mandarina
9 |zabal Puerto Barrios naranja dulce
10 I1zabal - naranja dulce
1 Chiquimula Esquipulas limén persa
Concepcidn Las
Chiquimul . j hingt
12 iquimula Minas naranja washington
16 Zacapa Huité mandarina
. . naranja rabinal/naranja
17 Baja Verapaz Rabinal .
agria
19 Jalapa Mataquescuintla naranja washington
limén persa/macrofila,
naranja dulce, naranja
alencia/naranja agria,
20 Suchitepequez Chicacao v ia/naranja agri

naranja agria/carrizo,
toronja, mandarina, limén-
mandarina
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V. CONCLUSIONES

A. A partir de la comparacion de los protocolos deaexion de ARN se determind que el método de

extraccion de ARN de citricos (Locat al. 2003) fue el Unico que proporcioné ARN con unaepa
dentro del rango esperado de 1.9-2.1 (media = 1 @P&rmitié la obtencion de la concentracion mées a
de ARN (media = 1180 ng/ul).

B. La extraccion del ARN es el paso decisivo para lguéécnica del RT-PCR funcione para el

diagnostico del CiLV; ya que s6lo se obtienen itesials certeros si el ARN utilizado como plantiltade
alta pureza y concentracion.

C. La secuenciacion de los productos de la RT-PCRIaesriniciadores MP y Rep, para la muestra

proveniente de Chicacao, Suchitepéquez generéaemescia de 309pb para el ARNm de la proteina de

movimiento célula a célula y de 475 pb para el ARdnia replicasa del CiLV.
D. Las secuencias procedentes de Chicacao, Suchitegpégtan mas cercanamente relacionadas con las

reportadas por Brasil; sugiriendo que el virus gigeta en esta regién del pais pudo venir origisatmen
plantas o acaros de procedencia brasilefia, dondepseté la enfermedad mucho tiempo antes que en

Guatemala.
E. La informacién generada en este estudio, en cuatdosecuencia del CiLV originario de Chicacao,

Suchitepéquez no es definitiva ya que se generartr gle una sola secuencia de cada tipo; siendo

necesario un analisis mas extenso y profundo parergr informaciéon mas completa.
F. A partir de los resultados obtenidos para la ewaduade especies citricas, puede concluirse que es

posible diagnosticar con certeza la presencia deV @or medio de la técnica del RT-PCR a partir de
tejido sintomatico foliar, de rama o de fruto; pesd el material vegetal no presenta los sintomas
caracteristicos en el tejido que se utiliza paraxtraccion del ARN, entonces el diagnostico seveue

incierto, resultando positivo o levemente posisatamente para uno de los dos pares de iniciadores.

G. Sse encontré que el 40.6% de las muestras de citaicalizadas resultaron positivas para la prueba de
RT-PCR con ambos iniciadores, confirmando indiédemente la presencia del CiLV en estas muestras.
H. Se encontré que el 53.6% de las muestras de eitsicalizadas resultaron positivas para la prueba de

RT-PCR con iniciadores MP y el 55.1% para la prughainiciadores Rep, obteniéndose total de 68.6% d
muestras infectadas; demostrandose asi la necedmlazbrrer la prueba con ambos iniciadores para

minimizar la probabilidad de falsos negativos.
|. La observacion de bandas multiples como productdadepruebas de RT-PCR puede deberse a

multiples sitios de complementariedad entre losiadiores y el ADNc molde; lo cual refleja la vailimad

genética del virus, respecto al virus brasilefiocdal se derivaron los iniciadores utilizados er estudio.
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J. se diagnostico la presencia del CiLV en las diatréspecies de citricos muestreadas (naranja, limén

persa, mandarina y toronja); la mayoria de citriodsctados fueron naranjas; sin embargo, també&n s
encontraron varios arboles de limén persa infectado

K. Se identifico la presencia del CiLV en los depaeatos de Retalhuleu, Suchitepéquez,
Quetzaltenango, lzabal, Zacapa, Chiquimula, Jaldp@a Verapaz.
L. Latécnica del RT-PCR es especifica, precisa, aapiconfiable para la deteccion del CiLV, lo cual |

hace ideal como prueba diagnéstica de rutina, gsttadios epidemiolégicos y como control fitosaiitar
del virus.



V. RECOMENDACIONES

A. Se recomienda utilizar el método de extraccion &NAle citricos (Localet al. 2003) utilizado en

este estudio, en posteriores andlisis tanto de Qibvio de otros virus y viroides de ARN que afecten
citricos.

B. Se recomienda tomar todas las precauciones pedmeanh trabajar con ARN para asi evitar la
degradacion y contaminacion del mismo durante losgsos de extraccion y transcripcion reversa.
C. se recomienda utilizar la porcién sintomatica @gdb vegetal para la extraccion del ARN ya que

debido a que se trata de una infeccién localizeidag se toma la muestra correctamente, puederirseur

en falsos negativos.
D. Se recomienda gue se tomen muestras de al mesqaumtos distintos de cada arbol ya que debido a

la no-sistemicidad de la infeccion, si no se tomamuestra correctamente, puede incurrirse en falsos

negativos.

E. Se recomienda correr la prueba del RT-PCR con ainiimadores para minimizar la probabilidad de
falsos negativos y garantizar la eficiencia y calpifidad del ensayo.

F. Se recomienda obtener las secuencias del CiLV mesn diferentes localidades de Guatemala,

compararlas entre si y determinar si sélo una @wvarepas del virus circulan en Guatemala y ademas

compararlas con las de otros paises latinoamesgag@ determinar el verdadero origen del virus.
G. Se recomienda correlacionar la sintomatologia @hsker en cada tipo de citrico con la capacidad de

cada uno de los pares de iniciadores para detdotaus.
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VIl. APENDICE

A. Resultados complementarios de la optimizaci@ ohétodo de
diagnostico molecular del CiLV.
Cuadro 25. Lecturas espectrofotométricas del ARtka&lo de cada una de las muestras, en tripliqamtogl método

de extraccion de ARN de citricos (Locatial 2003). Ago= absorbancia a 260 nmygd= absorbancia a 280 nmzf
= absorbancia a 320 nm.

No. de
muestra | Aygo | Azgo | Aszo

1.1 0.062] 0.041 | 0.016
1.2 0.055]0.038| 0.016
1.3 0.058]0.035| 0.011
2.1 0.083]0.054) 0.022
2.2 0.050]0.034| 0.017
2.3 0.072] 0.045] 0.015
3.1 0.081]0.053(0.024
3.2 0.114 | 0.066 | 0.019
3.3 0.083]0.052] 0.020
4.1 0.051]0.026 [ 0.003
4.2 0.068]0.035) 0.005
4.3 0.106 1 0.053 [ 0.007

Cuadro 26. Lecturas espectrofotométricas del ARMa&o de cada una de las muestras, en tripliqgamtogl método
de extraccién de acidos nucleicos totales segugduidipreparacion de ARN (Lee, R.).,¢f= absorbancia a 260 nm,
Ao = absorbancia a 280 nmz A= absorbancia a 320 nm.

No. de

muestra | Ayeo | Azgo | Aszo

1.1 0.006] 0.005 | 0.004
1.2 0.005] 0.004 | 0.003
1.3 0.003] 0.002| 0.002
2.1 0.002] 0.001] 0.001
2.2 0.001 | 0.000 | 0.000
2.3 0.002] 0.001] 0.001
3.1 0.002] 0.002] 0.001
3.2 0.001 { 0.000 | 0.000
3.3 0.001 | 0.001 | 0.001
4.1 0.000] 0.000 | 0.000
4.2 0.000] 0.000 | 0.000
4.3 0.000] 0.000 | 0.000
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Cuadro 27. Lecturas espectrofotométricas del ARtka&lo de cada una de las muestras, en tripliqamtogl método

de minipreparacion directa de ARN (Lee, R.hgo absorbancia a 260 nmygh= absorbancia a 280 nmzf=

absorbancia a 320 nm.

No. de

muestra | Ay | Azgo | Aszo
1.1 0.001)] 0.002] 0.001
1.2 0.002] 0.003] 0.002
1.3 0.005] 0.0041 0.002
2.1 0.006| 0.006] 0.003
2.2 0.006] 0.005] 0.003
2.3 0.009] 0.007] 0.004
3.1 0.012] 0.008] 0.003
3.2 0.001] 0.000] 0.000
3.3 0.003] 0.001] 0.000
4.1 0.002]0.002] 0.001
4.2 0.000] 0.001 | 0.000
4.3 0.002]0.002] 0.001

B. Resultados complementarios para la secuenniaedos productos de

PCR.

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa ak2%ampon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicmiadores

MP y Rep que fueron purificados para ser secueasjgitevio a la purificacion.
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Figura 19. Alineamiento de las secuencias corratipates al producto de la RT-PCR con los iniciaddP. MP-

PCR-MPF

secuencia de la hebra 5'BCR-forward; MP-PCR-MPRreverse complemenrt hebra complementaria

iniciadorforward;, pMPRreverse complemertcomplemento

invertida de la hebra 3’-5PCR-reversg pMPF

invertido del iniciadoreverse
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Figura 20. Alineamiento de las secuencias corretipates al producto de la RT-PCR con los iniciadd®ep. Rep-
PCR-RepF = secuencia de la hebra 5’'BCR-forward; Rep-PCR-RepReverse complement hebra complementaria

invertida de la hebra 3’-5PCR-reversg
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Figura 21. Alineamiento de las secuencias del ARNa proteina de movimiento célula a célula deVGreferirse
a Cuadro 19)
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Figura 22. Alineamiento de las secuencias del ARNrta replicasa del CiLV (referirse a Cuadro 20)
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C. Resultados complementarios para la evalua@dergl de especies

citricas.

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa at@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
MP, de las muestras 1 a 11. De derecha a izquiekdlsl, escalera de masa molecus&ibp Step LaddgiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neya; (1-11) muestras nimero 1 a 11. Negativoadenagen
original.

= = -

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa a@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
Rep, de las muestras 1 a 11. De derecha a izquiektiM, escalera de masa molecli@bp Step LaddgiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neya; (1-11) muestras nimero 1 a 11. Negativoadenbagen
original.
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Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa at@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicmiadores
MP, de las muestras 12 a 20. De derecha a izguieMM, escalera de masa molecul@bp Step LaddgiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neya; (12-20) muestras numero 12 a 20. Negativtadmagen
original.

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa a@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
Rep, de las muestras 12 a 20. De derecha a idquielM, escalera de masa molec@@bp Step LadddiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neya; (12-20) muestras numero 12 a 20. Negativtadmagen
original.
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa at@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicmiadores
MP, de las muestras 21 a 30 y con los iniciadossd® la muestra 30. De derecha a izquierda: &iklera de
masa moleculasObp Step LaddgiPromega, Madison WI); C+, control positivo; Cantrol negativo; (21-30) muestras
numero 21 a 30 con iniciadores MP y (30) muestraara 30 con iniciadores Rep. Negativo de la imageginal.

350pb
300pb

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa a@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
Rep, de las muestras 21 a 29. De derecha a idquielM, escalera de masa molec@@bp Step LadddiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neya; (21-29) muestras numero 21 a 29. Negativtadmagen
original.
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Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa at@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
MP, de las muestras 31 a 39. De derecha a izquieMM, escalera de masa molecul@bp Step LaddgiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neya; (31-39) muestras niumero 31 a 39. Negativtadmagen
original.

Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa a@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
Rep, de las muestras 31 a 39. De derecha a idquielM, escalera de masa molec@@bp Step LadddiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neya; (31-39) muestras numero 31 a 39. Negativtadmagen
original.
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Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa at@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
MP, de las muestras 40 a 50. De derecha a izguieMM, escalera de masa molecul@bp Step LaddgiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neya; (40-50) muestras numero 40 a 50. Negativtadmagen
original.

Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa a@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
Rep, de las muestras 40 a 50. De derecha a idquielM, escalera de masa molec@@bp Step LadddiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neiya; (40-50) muestras niumero 40 a 50. Negativéadmagen
original.
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Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa at@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
MP, de las muestras 51 a 59. De derecha a izquieMM, escalera de masa molecul@bp Step LaddgiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neya; (51-59) muestras niumero 51 a 59. Negativtadmagen
original.

350ph
300pb

Figura 34. Electroforesis en gel de agarosa a@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
Rep, de las muestras 51 a 60 y con los iniciaddfesle la muestra 60. De derecha a izquierda: bHdalera de
masa moleculdObp Step LadddiPromega, Madison WI); C+, control positivo; Cantrol negativo; (51-60) muestras
namero 51 a 60 con iniciadores Rep y (60) muestnaeno 60 con iniciadores MP.
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Figura 35. Electroforesis en gel de agarosa at@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
MP, de las muestras 61 a 69. De derecha a izquieMM, escalera de masa molecul@bp Step LaddgiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neya; (61-69) muestras niumero 61 a 69. Negativtadmagen
original.

350ph
300ph

Figura 36. Electroforesis en gel de agarosa at@%mpon TAE 1X de los productos de la RT-PCRicimiadores
Rep, de las muestras 61 a 69. De derecha a idquieM, escalera de masa moleci@bp Step LaddgiPromega,
Madison WI); C+, control positivo; C-, control neiya; (61-69) muestras nimero 61 a 69. Negativéadmagen
original.

450ph
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Resultados brutos de la secuenciacion de los proglde RT-PCR

D.

Figura 37. Electroferograma de la secuenciaciéprdelucto MPforward.
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Figura 38. Electroferograma de la secuenciacibéprdelucto MPreverse.
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Figura 39. Electroferograma de la secuenciaciéprdelucto Regorward.
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Figura 40. Electroferograma de la secuenciaciéprdelucto Repeverse.

¥RLLL SO AOnE YD 005Dl BB lo oIVa Ve DLOY DIYYY (LB 8L LIV 08D WY YVDLSLL Lo S Bl YL LY oL LWL LLED 1o B oY YYEL Lo IDDIVY ISED DE0 ohe LD
[ELE] [Lis] = %] (65 055 [IE] (£S5 [ [T 5 [EF

DAL 2LOLE 0V 20 I DI O LD 27K DINY 2015 2000 D000 DD LF OLD DRl LOL 0D OWLEY YD L LOL OO LoD 0D LD LOF LILD LY LLSD LOE0 L0 h2 2 DD020L ¥ F V1
JEr oy s e Ry er kg oCy [Eng JEE res s

b ool BIRIYLI Y0 B 1 ¥F15 IFL LBV OLVLL 0D D0BIYYOLLOL O BYR W LY.L BOLE OWh TIFWDBYL I2YLIDL V1007 JL BIY 0L OolY o LoV B0l 0oay L ¥IYYVLLL LD
nae e owE EE EE e 0JE LT ez ek [ e

L R G R

I

ToLOVVWOIALLEODL 00 LIVLL LY BDYFOF DL DI W O.LL LFLDO¥0 DLV YL IO OOLL &L 2L LADLLLELYIY & DWLL WOV0 JLLDL YOUlJLLY B 2DV YL D007 OLL DDL DL v
0¥z 0T (151 0l L1 DEL et OLT QST L]0 0¥l 0l

B G s AR N ,”.4__._,.._4,”,“._.*_3_,.,.
L H__._ﬁ

|
) | \

TR i3 L ,_._

VYL OV BLL LLLEYYLY BOL SLYVLOGL ALY B5LL DOVLVALL BLYL YL ¥I LL D OVINLIY SOVYDLD LLLVYYY JWVILVLIVL & LLvoeh vh VeI BOL LN &Y a._..U.H_«r,_. ¥ N
15} art o1 [ e w L] 05 0¥ a2 01

IbEnd TURIT 00 12 TRTG 9 S QT -Fuopds amog #0 -eupT Y=Y YOd-dEy cspdung
i e . 08I 60-2 C8°F 6g-0 [ousts QE-TE-OC 21/E/000C -PoPUT Wy [9eYay-Yod-&0 Crg [1-C1£000 -2

NIDJOHOVIN



69

E. Informacion sobre la distribucion geografica @alV

Figura 41. Mapa de la distribucion geograficaCiéNV (EPPO 2005)
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F. Fotografias de algunas de las muestras ana$izad

Figura 42. Arbol de naranja infectado con CiLVMataquescuintla, Jalapa. Fotografia por Elena @ar2005.

Figura 43. Frutos de naranja que presentan ltsnsés caracteristicos de la leprosis de los céri€hicacao,
Suchitepéquez. Fotografia por Elena Dardén, 2005.
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Figura 44. Follaje de un arbol de naranja quegmtaslas manchas cloréticas circulares tipicaa @afermedad;
Chicacao, Suchitepéquez. Fotografias por Elendda2005.
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G. Glosario

1. Acido deoxinucleico complementario (ADNC).Se refiere a un segmento de ADN

sintetizaddn vitro por la transcriptasa reversa, el cual es compl&riera una plantilla de ARNm (Nelson
y Cox 2000).

2. Acido ribonucleico de doble hebra (ARNdHgn las células infectadas por virus de ARN
de hebra simple (ARNsh) se acumula una forma déedadbra del genoma de ARN que tiene el doble de
tamafio de éste. A esta estructura de doble heldeac®noce como la forma replicativa. Estos ARNeh
han utilizado para el diagnéstico por medio deteddoresis en gel de poliacrilamida (PAGE) y pueden
detectados por medio de anticuerpos (Matthews 1991)

3. Acido ribonucleico mensajero (ARNmEs uno de los tres tipos de ARN; es una molécula

intermediaria que acarrea la informacion genétmdificada por los genes y la lleva al ribosoma, d#on

pueden sintetizarse las proteinas correspondi@ddson y Cox 2000).

4. Acido ribonucleico mensajero monocistronicse refiere a una molécula de ARNm que
codifica para un solo polipéptido (Nelson y Cox @0

5. Bromuro de etidio.Compuesto quimico fluorescente que se inteeati@ los pares de bases de
una molécula de ADN de doble hebra (Brown 2001).

6. Capside.Cubierta proteica que rodea al genoma en unapkatiiral (Flintet al 2004).

7. Electroforesis en gel.Electroforesis que se lleva a cabo en una maeigel en que las
moléculas de carga eléctrica similar pueden sepamr base a su tamafio (Brown 2001).

8. Extremo 3’. Uno de los dos extremos de un polinucledtido (porede un polinucleotido) que
contiene el grupo hidroxilo unido a la posiciordel azdcar del nucle6tido terminal (Brown 2001).

9. Extremo 5’. Uno de los dos extremos de un polinucledtido (porede un polinucleotido) que
contiene el grupo fosfato unido a la posicion 3'agicar del nucleétido terminal (Brown 2001).

10. Infeccion viral localizada (no sistémica)espués de que el virus se replica en el sitio de

entrada, la diseminacién localizada de la infec@oéuarre cuando los virus recién liberados solociafie

células adyacentes, ya que son contenidos porraafisicas del tejido infectado (Fliet al 2004).
11. Iniciador. Oligonucleétido corto de una hebra que, al apaesaor complementariedad de bases

a una plantilla de una hebra, actila como puntoniéoipara la sintesis de la hebra complementaria,

dirigida por una enzima ADN polimerasa (Brown 2001)

12. Material viroplasmico. Estructuras subcelulares formadas como resultadia dgfeccion
viral, especializadas en la sintesis y ensambkljeicus (Cann 1993, Matthews 1991).

13. NucleocapsideEs un ensamblaje entre proteinas y acidos moslggenoma viral) empacado

dentro del virion. Este complejo proteina-acidaleico protege al genoma viral de dafios fisicos y

mecanicos; ademéas cumple otras funciones aso@ddagplicacion (Cann 1993).



72

14. Proteinas estructurales del viru€onstituyen la unidad viral estructural; es kidad
proteica que constituye la capside y nucleocaphdieirus (Flintet al 2004).

15. Reservorio.Poblacion de hospederos en la que una infeati@hse mantiene en el ambiente y
a partir de la cual se disemina a otros hospedEtins et al. 2004).

16. Rhabdovirus. Rhabdoviridaees una familia de virus cuyos miembros infectariebgados,
invertebrados y plantas. Tienen estructura complejon las particulas mas grandes entre los gigdas
plantas (Matthews 1991). Consisten de una envokltarna de lipidos y proteinas de membrana y un
centro nucleoproteico. La envoltura puede deravdesla membrana interna de la membrana nuclei@no b
de la membrana citoplasmica (Matthews 1991).

El genoma de los rhabdovirus consiste de ARN;general es una sola pieza de ARN&bido
ribonucleico de hebra simple) de sentido negativga longitud varia de 11,000 a 13,000 nucleotid®st
medio de la transcriptasa viral, se transcribe RN (acido ribonucleico mensajero) discreto a pali
genoma de sentido negativo y se asume que laaejdlic del genoma de los rhabdovirus se lleva a aabo
partir de la plantilla de ARN de sentido positivAlin se desconoce el mecanismo detallado. Secgabe
se sintetiza un ARNm para cada una de las protemdificadas por el virus. Es decir, se sintetinaa
serie de ARNm monocistrénicos correspondientesda caa de las proteinas virales. Al igual que en la
mayoria de los virus, las primeras proteinas $aastgas corresponden a las proteinas estructurelesrds,

una vez sintetizadas éstas, se continla con kssrdel resto de proteinas virales (Matthews 1991

17. Ribonucleasa (ARNasainzima que degrada ARN (Brown 2001).

18. Secuencia consensge refiere a una secuencia de ADN (o de amidodkique consiste en
los residuos que ocurren con mayor frecuencia da pasicion de la misma (Nelson y Cox 2000).

19. Secuenciacion de ADNDeterminacion del orden de nucleétidos en unécuta de ADN
(Brown 2001). Para la secuenciacién automaticAlN, en la serie de reacciones de secuenciacién, se
utilizan dideoxinucle6tidos unidos a marcadoresri#scentes de diferentes colores, que al final ipemm
determinar la secuencia de ADN a partir de la segiaede colores de los picos de fluorescencia,ccord
éstos pasan por un detector directamente conectagita computadora que interpreta la secuencia de
deoxinucledtidos (Nelson y Cox 2000).

20. Sintomatologia localizadase refiere a las lesiones cloréticas localesadas por la pérdida
de clorofila y otros pigmentos. La lesion puedecssi blanca o ligeramente mas pélida que el dsta
hoja. En algunos casos las células infectadas enuyaroduciendo lesiones necréticas. En otros casos
aparecen lesiones anulares (en forma de anill@) cqosisten en una agrupacién central de célulastasu
y uno o mas anillos concéntricos de células muedagejido normal (verde) entre ellos. Algunasdaes
consisten en anillos cloréticos (Matthews 1991).

21. Tag ADN polimerasaEnzima que sintetiza ADN a partir de una pléniile ADN o ARN.

La TagADN polimerasa es una enzima termoestable quéleaen el PCR (Brown 2001).
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22. Transcriptasa. La transcriptasa es un enzima cuya funcion etetsar la hebra de ARN
complementaria a una plantilla de ARN. Esta enZméocaliza en el centro nucleoproteico de logsvir
utiliza el ARN viral como plantilla. Requiere maggio (Md?) como cofactor.In vitro, el producto de la
transcriptasa es ARNsh, de tamafio heterogéneo ypewigefio que el ARN viral completo. Las hebras
producto son rapidamente liberadas de los nuc{btatthews 1991).

23. Transmision circulativa (persistenteste tipo de transmision de un virus por suoest
refiere a que el virus es capaz de moverse deptrordanismo del vector. Los virus circulativosegen

ser propagativos, si se replican dentro del veatono propagativos, sino se replican dentro de éste
(Matthews 1991).

24. Transmision mecanica (inoculacion mecanicase refiere a la introduccion de la

particula viral infectiva o del ARN viral a travée una herida en la superficie de una planta sana
(Matthews 1993).

25. Transmision por injerto.Es una forma de propagacion en la que parte deplansa crece
sobre las raices de otra; cuando se ha establiecigidon organica, ambas se vuelven una mismaaglant

De esta manera, si la planta de donde se tomdna gstaba sistémicamente infectada, la planteadg
se infectara si ésta es susceptible (Matthews 1993)

26. UPGMA. Siglas parainweighed pair group method using arithmetic avesadse refiere a un
algoritmo utilizado para andlisis de agrupamientogénético; en el que se representa la similitud o
distancia genética como el numero de sustituciae®l nimero total de posiciones en la secuencia

nucleotidica.

27. Virion. Particula viral infectiva morfolégicamente coetal (madura) (Flingt al. 2004).

28. Virus. Un virus es un conjunto de una o mas molécdé@sicidos nucleicos, normalmente
empaquetados en una envoltura protectora de paotelipoproteina. Un virus se caracteriza poratex
cabo su propia replicacion Gnicamente cuando estiade un hospedero adecuado. Dentro de laacélul
hospedera, la replicacion viral es (a) dependigistda maquinaria de replicacién del hospedero, (b)
organizada segun las necesidades de sobreviversiavidis, (c) llevada a cabo en el mismo
compartimiento que la replicacion del genoma detlala hospedera (Matthews 1991).

Para que un agente sea identificado como ws,vitebe demostrar ser transmisible y causar eafkth
en al menos un hospedero (Matthews 1991). Las\se clasifican segin la naturaleza de su mhteria
genético: El material genético puede ser ADNd@alesoxiribonucleico) o ARN (acido ribonucleicdg,
hebra simple o doble. Si es de hebra simple, psedele sentido positivo 0 negativo; sentido pasiti
significa que tiene una secuencia que podria sefausomo un ARNm (&cido ribonucleico mensajerdpen

traduccién y resultar en una proteina codificadagbwirus (Matthews 1991).



