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Son muchas las enfermedades que afectan los citricos en todo el mundo
y se les ha agrupado dependiendo del agente causal. Las enfermedades
por virus son cada vez mas numerosas y se han constituido en el peligro
mas grave que afronta la industria citricola, ya que no existe ninguna
forma de control quimico como en el caso d enfermedades causadas
por otros agentes. La ocurrencia y severidad de ciertas enfermedades
esta determinada por la virulencia del patégeno, la susceptibilidad del
huésped y las condiciones ambientales. Colombia cuenta con las
condiciones adecuadas para comenzar con el plan de certificacion de
material en viveros y con las técnicas de diagndstico para algunas de las
enfermedades virales mas importantes.

La enfermedad de la leprosis de los citricos es causada por el virus de la
leprosis de citricos (CiLV) y es transmitida por los acaros del género
Brevipalpus spp. La enfermedad se disemina rapidamente en huertos no
tratados, reduciendo la produccion, debilitando y causando la muerte



de arboles infectados. Actualmente se encuentra en Colombia vy
representa un gran riesgo.

El virus de la Psorosis de los citricos (CPsV) es una enfermedad sistémica
caracterizada por el agrietamiento y desprendimiento de la corteza y se
transmite por injerto.

Entre los viroides se destaca Exocortis (CEVd), que se caracteriza por
producir una descamacion de la corteza y grietas sobre el patron; la
copa desarrolla diferentes grados de enanismo.

METODOLOGIA PARA DIAGNOSTICO DE LEPROSIS (CiLV), PSOROSIS (CPsV)
Y EXOCORTIS (CEVd) POR RT-PCR E HIBRIDACION NO RADIACTIVA.

RT-PCR para diagndstico de la enfermedad de la Psorosis.

Se procesaron muestras de tejido foliar con sintomas aparentes de
psorosis ocasionada por citrus psorosis virus (CPsV) procedentes del
departamento del Quindio. El ARN total de estas muestras fue extraido
usando el Kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI, USA)
de acuerdo a instrucciones del fabricante. Para cada muestra la sintesis
de ADN complementario se realiz6 usando 10ul de ARN total, 1,5ul 10uM
del cebador (primer) antisentido: 5 AAG TTT CTA TCA TTC TGA AAC CC
3’( J of Virol Meth 129 (2005) 47-55). Se incubd durante 8 minutos a 65°C.
seguido de un enfriamiento en hielo. Se adiciond una mezcla que
contenia 5x Ist strand bufer, 0,1 M DTT, 10 mM dNTPs y 40 unidades de la
enzima Superscript Il Rnase H-Reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad
CA) y 20 unidades de RnaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor
(Invitrogen). Se incub6 cada reaccion por una hora a 37°C, la reaccion
fue suspendida por incubacién 10 minutos a 70°C. Para la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) se tomaron 2 ul de cada ADNc en un
volumen final de 25ul que contenia 5x buffer Taq polymerase, 1 unidad
de Taq DNA polymerase (Promega), 2,5 mM MgClz, 10 mM dNTPs y 10uM
de cada primer en antisentido y sentido:5> ACA AAG AAA TTC TCC ACT
TTT ACG T 3°( J of Virol Meth 129 (2005) 47-55 ). La PCR se llevo de
acuerdo al siguiente perfil: 94°C 2 min, 47°C 1,5 min, 72°C 1,5 min, seguido
de 34 ciclos de 94°C 1min, 47°C 1min, 72°C 1 min. y una extension final de
72°C por 10 minutos. Los productos fueron analizados en gel de agarosa
al 1,5 % que contenia 25x SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen) (Figural).
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Figural. Gel de agarosa al 1.5 %. M: Marcador de peso molecular 1 Kb.
1-13: Productos de PCR de diferentes muestras analizadas.

Diagnostico de Psorosis por RT-PCR Semi-anidado.

Se utilizaron los primers de la secuencia del ARN1 de CPsV. Primer #1:
5’ACA ATA AGC AAG ACA AC 3’. Primer #6: 5’GAG GAA GGT ATT TCC
ATA GG 3’ y Primer #7. 5 CCT ATT AAT GAT AAT TGC AC 3’(J of Virol Meth
84 (2000) 15-22).

10 ul de ARN total fueron incubados por 8 minutos a 70°C con los primers
#1 y #7 en una concentracion de 10uM. La reaccion se enfrid en hielo y
enseguida se adiciond una mezcla de 5x Ist strand bufer, 0,1 M DTT, 10
mM dNTPs y 40 unidades de la enzima Superscript || Rnase H-Reverse
transcriptase (Invitrogen, Carlsbad CA) y 20 unidades de RnaseOUT
Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen). Se incub6é cada
reaccion por una hora a 37°C, la reaccion fue suspendida por
incubacion de 10 minutos a 70°C. Para la reaccion de PCR se tomé 1l
de ADNc en un volumen final de 25ul que contenia 5x buffer Taq
polymerase, 2 mM de MgCl,, 10 mM dNTPs, 10 uM de cada primer #1 y
#7, 1 unidad de Taq DNA polymerase. El PCR se condujo de acuerdo a
un perfil de 94°C por 2 minutos y 35 ciclos de 94°C 30 segundos, 46°C 1
minuto, 72°C 1 minuto y una extension final a 72°C por 10 minutos. El PCR
semi-anidado se realiz6 tomando un microlitro del primer PCR y usando
los primers #6 y #7 en las mismas condiciones de reaccioén del primer PCR
con un grado mas de apareamiento (47°C) para los primers. LoOs
productos fueron visualizados en gel de agarosa al 2% que contenia 25x
SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen) (Figura?2).
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Figura 2. Gel de agarosa al 1.5 %. M: Marcador de peso molecular 1 Kb.
1-7: Productos de RT-PCR anidado de las diferentes muestras analizadas.

Hibridacion de acidos nucleicos para la deteccion no radiactiva del
viroide de la exocortis de los citricos (CEVd).

Se realizaron hibridaciones en ‘dot blot” de ARN total de muestras
recolectadas en los departamentos de Risaralda, Quindio y Valle del
Cauca. De cada muestra se homogenizaron 100 mg de tejido en
nitrdgeno liquido. El ARN total de estas muestras fue extraido usando el Kit
: SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI USA) de acuerdo a
instrucciones del fabricante. Se utilizaron controles sanos y como
controles positivos el clon de exocortis obtenido en el laboratorio de
diagnostico fitosanitario y analisis molecular del ICA, seccional
Cundinamarca-Mosquera y un clon de exocortis de un aislamiento de
Florida-USA (Figura 3).

Se utiliz6 como sondas ADN del clon de exocortis del aislamiento
colombiano y de Florida (USA) en experimentos separados. Se utilizd
marcaje no radiactivo con la metodologia Dig high prime DNA labeling
and detection starter Kit Il (Roche, Mannheim, Germany).



Figura 3. Resultados obtenidos mediante la hibridaciéon de &acidos
nucleicos de muestras recolectadas en el eje cafetero.

Deteciodn del virus de la leprosis tipo citoplasmatico (CiLV-C)
(M.G. Moreno M.)

El material analizado provino de plantas de citricos de los departamentos
de Meta (Corpoica) y Casanare (ICA) con sintomas tipicos de leprosis.
Los controles positivos y negativos fueron proporcionados por el Centro
APTA Citros Sylvio Moreira de Brasil.

Extraccion de ARN de doble cadena (dsARN) para RT-PCR: se realizaron
mini extracciones de dsARN con las modificaciones del método de Morris
y Dodds, por el laboratorio de Virologia de CIAT. Se partié de 100mg de
tejido vegetal infectado y se pulverizé con nitrégeno liquido, se adiciond
2 volumenes/gr de bufer de extraccion (2X STE, SDS al 2%, Bentonita 0,1%,
2-Mercaptoetanol 0,5%), 2 voliumenes de fenol saturado con bufer STE 1X,
0,5 volumen de Cloroformo —alcohol Isoamilico (24:1), seguido de vortex
por un minuto. Centrifugaciéon a 10.000 rpm a 4°C 10 minutos. Los
sobrenadantes se transfiieron a tubos nuevos y se ajusté la
concentracion de etanol al 16,5%. Se adicion6 0,1gr de celulosa CF-11
por gramo de tejido en una columna cromatogréafica y 2 volimenes de
STE 1X al 16,5% de etanol; esta mezcla se centrifugé a 10.000 rpm a 4°C
por 3 minutos, se descartd el sobrenadante (este paso se repitié 3 veces).



Luego se adicion6é 200 microlitros de bufer STE 1X , se centrifugd a
10.000rpm a 4°C 3 minutos y se tomo el sobrenadante en tubo nuevo
(este paso se repitid 3 veces). En seguida se adicioné 1 ml de etanol
absoluto, se incubd a -20°C por dos horas. Finalmente se centrifugd a
10.000rpm 5 min a 4°C. El pellet se seco al vacio y se resuspendio en 25
microlitros (ul) de agua libre de RNAasas.

Sintesis del ADN complementario (ADNc): el ADNCc se sintetizd a partir de
una mezcla de 3ul de dsARN (aprox. 100ng), 1yl de dNTPs (10 mM), 1ul de
Random Primers, 7ul de agua. Se incubd a 65°C por 5 minutos y se enfrid
en hielo. Enseguida se adicion6 2ul de bufer RT(10X), 4ul de MgCI2 25
mM, 2ul DTT (0,1M), 1ul de RNase OUT; se incubd a 37°C 2 min, enseguida
se adicion6é 1ul de Trancriptasa Reversa (50 Units) y se continud la
incubacion a 25°C 10 minutos, 37°C 50 minutos y 70°C 15 minutos, se
adiciono 1ul de RNAse-H y se incubo6 por 20 minutos a 37°C.

PCR: Los cebadores o primers utilizados fueron especificos para amplificar
una region de 339 pares de bases (bp) del gen que codifica para la
proteina de movimiento del CIAV-C:

MP-F 5°GCG TAT TGG CGT TGG ATT TCT GAC 3’ y MP-R 5’TGT ATA CCA
AGC CGC CTG TGA ACT 3’ (Plant Dis 87 (2003), 1317-1321).

La reaccion de PCR se realiz6 de acuerdo a la siguiente mezcla: 2,5ul de
MgCI2 25 mM, 2,5ul de bufer 10X, 0,5ul de dNTPs (10mM), 0.3 ul de primer
MP-R (10 puM). 0.3 pyl de primers MP-F (10 pM), 0.20 ul de Tagq DNA
polimerasa (1,0U) y 2 ul de ADNc en un volumen final de 25 pl de agua
estéril. Las condiciones de amplificacion fueron: (1)94°C 5 min., (2) 94°C
30 segundos, (3)60°C 30 segundos, (4)72°C 40 segundos, se repitid 32
veces desde el paso numero (2) y una extension final de 5 minutos a
72°C. Los productos se analizaron en gel de agarosa al 1,5%(dato no
mostrado).

RESULTADOS

Dado que no se obtuvo un producto de amplificacion del tamafo
esperado, los resultados para las pruebas de PCR y PCR-semianidado
para CPsV, permiten concluir que es posible que los cebadores utilizados
para amplificar el virus causante de la enfermedad no son compatibles
con la cepa colombiana y se hace necesario insistir en obtener un clén
de la cepa colombiana mediante la técnica de dsARN y posterior sintesis
aleatoria del ADNc.

La prueba de hibridacidn no radiactiva para el analisis masivo de
muestras para CEVd, es perfectamente aplicable al diagnoéstico de esta
enfermedad.



Para CiLV se obtuvo con esta metodologia un producto de
amplificacion del tamafo esperado, Los resultados de la secuenciacion
de este fragmento de ADN fueron compatibles en el Banco de genes
mundial (GenBank) con el virus de la leprosis (Figura 4). Este amplificado
servira en un futuro como control positivo en las pruebas de deteccion de
CiLV y en la estandarizacion de la metodologia de diagndstico para este
patégeno viral.
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Length=279

Score = 178 bits (451), Expect = 2e-43

Identities = 91/99 (91%), Positives = 93/99 (93%), Gaps = 0/99 (0%)

Frame = +1

Query 4 GFINRKAEDAGVRSVEXFRQISDVVLIIVPXIALPAELSLKLVDSANILEAVNDQXVTVN 183
GFINRKAEDAGVRSVE FRQISDVVLIIVP IALPAELSLKLVDSANILEAVNDQ VTVN

Sbjct 64 GFINRKAEDAGVRSVESFRQISDVVLIIVPQIALPAELSLKLVDSANILEAVNDQEVTVN 123

Query 184 ITGGPCVVVMNCAHSIPNEDRTHVNGSEVHRRLV IQS Rl 300

TGGPCVVVMNCAHSIPNEDRTHVNGSEVHRRL 1Q ++
Sbjct 124 STGGPCVVVMNCAHSIPNEDRTHVNGSEVHRRLGIQYQV 162

Figura 4. Comparacion de la secuencia del clon de CiLV obtenida con el
GenBank


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=109390479&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=76445999&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=109255270&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=221145828&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=27527215&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=2911430&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=1938384&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=1938382&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=1127577&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=1938398&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=1938396&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=116061984&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=13752776&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=18996285&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=20560148&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=254241839&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=20559764&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=27502116&dopt=GenPept&RID=9AUEJ62R01S&log$=prottop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=109390479&dopt=GenPept&RID=9B3NA1F401N&log$=protalign&blast_rank=1
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