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Desde que en 1930 se describié un sintoma en citricos consistente en un rapido
declinamiento y al cual se le denominé tristeza y que posteriormente en 1946 se asocid este
sindrome a un virus denominado “Virus de la Tristeza de los Citricos” (CTV), esta
enfermedad de origen viral ha sido considerada la mas importante en el cultivo de los citricos,
lo que quedé demostrado, desde que esta enfermedad ha causado la muerte de mas de 100
millones de arboles en el mundo. El virus afecta los vasos conductores y células
acompafiantes de la planta produciendo un sintoma de declinamiento y muerte de la misma.

Otra enfermedad de los citricos que limita su produccién es causada por el viroide
denominado de la Exocortis de los Citricos (CEVd). Las pérdidas econémicas producidas a
causa de esta enfermedad se deben principalmente a la baja produccién que se obtiene de los
arboles infectados, alcanzado pérdidas hasta un 60%.

El objetivo de este trabajo fue implementar una metodologfa de diagnoéstico molecular
verificatoria para el Virus de la Tristeza de los Citricos y el Viroide Exocortis a partir de
aislamientos colombianos, como medida preventiva encaminada hacia el desarrollo de un
programa de certificacion de citricos libre de estos patogenos para el pais.

Para la detecciéon del Viroide Exocortis, plantas de citricos que mostraron sintomas de la
enfermedad fueron seleccionadas y sus hojas colectadas para posteriormente realizar una
extraccion de RNA total y una prueba de transcripcion reversa y PCR (RT-PCR), utilizando
iniciadores especificos (CEVd-F1 y CEVd-R1) para amplificar una secuencia de
aproximadamente de 371 pb. Esta secuencia se introdujo en un vector disefiado para clonar
secuencias amplificadas por PCR (vector pCRII-TOPO 4.0 kb), dicho vector conteniendo la
secuencia se utilizé para transformar Escherichia coli. la secuencia clonada se analizé por
analisis de restriccion y por secuenciaciéon de la misma, evidenciandose la presencia del
Viroide Exocortis mediante analisis de identidad de la secuencia correspondiente al 100% con
la accesion AB054595.1 (analisis con el Programa Basic Blast - NCBI). Esta secuencia se
utiliz6 para producir sondas marcadas con digoxigenina para realizar pruebas de hibridizacion
de acidos nucleicos (Dot-Blot hybridization) frente a muestras provenientes del Eje Cafetero,
Valle del Cauca y un clon positivo de la Universidad de Florida (USA). El resultado de esta
hibridizacién mostrd alta sensibilidad y especificidad para detectar el viroide en plantas de
citricos.

Para la deteccion del Virus de la Tristeza de los Citricos (CTV), se estandarizo la prueba de
RT-PCR descrita por Bransky, ef al. en 1977, utilizando iniciadores especificos (AFd y AFu)
que hibridizan en una regién correspondiente a la secuencia del gen de la cubierta proteica de
CTV y producen un amplicon de 670 pb utilizando muestras de diferentes procedencias de
zonas productoras de citricos del pafs.



Como resultado de este trabajo se cuenta con una metodologia altamente sensible y especifica
para la deteccion del Viroide Exocortis en plantas de citricos para realizar analisis diagnosticos
en serie y una prueba verificatoria de diagnéstico molecular para CTV. Estas pruebas
diagnosticas pueden ser usadas como parte de un programa de certificacion de citricos para
Colombia.
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