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Resumen

Los viroides son patdgenos subvirales constitulmsuna molécula de ARN
cadena simple, covalentemente cerrada, no codificarcon un fuerte apareamiento
intramolecular. Los viroides citricos pertenecela d&amilia Pospiviroidae la cual se
compone de los géneré®spiviroide, Hostuviroide, Cocadviroide y Apscaide, su
genoma tiene un tamano entre los 284-375nt. Laleimansporte de los viroides en la
planta, es el floema, mostrando una elevada aceiduolaEl viroide de la corteza
agrietada de los citricosCBCV(J pertenece al géner@ocadviroide consta de
284-286nt y es definido como un viroide quimérietgho mosaico. Por otro lado, es
considerado como un patdgeno de baja distribucimdiml presentando una
disminuida ocurrencia en plantaciones citricoldszieide VI de los citricos@Vd-V))
esta incluido dentro del géneApscaviroidecon un tamafo de 329-331nt. EVd-VI
presenta una elevada similitud de secuencia cos wiroides citricos y su distribucion
es exclusivamente regional, reportandose en Japdorma baja frecuencia de aparicion
en plantaciones citricas comerciales. Estos pat@&gemo presentan transmision
mediante ningun vector, sin embargo logran transait eficientemente por
propagacion vegetativa y de manera mecanica. laasgaiones infectadas con viroides,
presentan irregularidades en su crecimiento, reediws en la cosecha y la calidad de
los frutos. En general, diferentes técnicas mo#resl reportadas que permiten
diagnosticar la presencia de viroides en plant@cas comerciales implican una fase
de amplificacion del patdégeno en una planta indicadcomo el cidro Etrog. Sin
embargo, recientemente, han sido desarrolladosdo®tmoleculares de diagnostico de
viroides mediante hibridaciones moleculares PAGHiNon blot acopladas a un
meétodo de extraccion de ARNvd de material de cafaptms métodos buscan disminuir
los tiempos de analisis, mejorar la sensibilidapeeificidad, exactitud diagnéstica y la
utilizacién de productos de baja toxicidad y noiaativos que permiten realizar el
diagnéstico directamente de plantas citricas camlesc En Uruguay, han sido
reportadas cuatro especies de viroides citriG@svd, CBLVd, HSVg CDV0d a partir
de cidros inoculados con aislados de campo, sPAGHkbedaciones Dot blot y
Northern blot de este mismo tejido, no detectan@b&BCVd,mientras que eCVd-VI
no fue analizado. Por lo anterior, implementar uétado molecular de mayor

sensibilidad y con menores tiempos de analisis lgadeeteccion d€BCVdy CVd-VI

viii



en material vegetal de campo, resuelve la ocumaiheiestos patdgenos en Uruguay. La
incorporacion de esta herramienta biotecnolégicaaiones de mejora Fitosanitaria,
Certificacion y Cuarentena de Citrus asistiriaedatrollo de plantas libres de viroides
en nuestro pais. La estrategia de diagnostico mlalepropuesta para este estudio, se
basa en hibridaciones Northern blot con sondasadactivas frente a ARN obtenido
de material vegetal en condiciones de campo. Péra ceiantificaciones de acidos
nucleicos y abordajes comparativos entre difereméwdos de extraccion y distintas
herramientas moleculares de deteccion indican duméodo EVC-Northern blot
genera resultados diagndsticos robustos y confiaBle realizaron ensayos generales de
sensibilidad y eficiencia con material vegetal dempo utilizando los modelos
experimentale€EVd CBLVd HSVdy CDVd, revelando una sensibilidad diagndstica
entre los 8-12mg de tejido fresco (0.5uL a 0.758LARN extraido del floema). A su
vez, se observan elevados niveles de saturaci@placa radiogréafica para el volumen
de extraccién recomendable (20uL) en esta técRioaotro lado, la determinacién de
un intervalo de presencia/ausencia del patégenoamteddensitometria de las sefiales
de hibridacion revelé que muestras entre los 60URGQUR presentan infeccion.
Mediante la obtencidon en volumen de plasmidos réooamtes con el inserto del
genoma completo dEBCVdy CVd-VIse optimiz6 la reaccion PCR y se ajusté la RT-
PCR con material cidro infectado. Sin embargo, #moationes inespecificas y
artefactos en la reaccion son frecuentes en nsestnadiciones, indicando que esta
técnica podria limitar la confiabilidad para el ghastico viroide, pero ser apta para
fines de recuperacion, clonacion y secuenciamidatpatégeno. Se elaboraron sondas
para CBCVd y CVd-VI mediante PCR generando ADNCc-viroide marcado con
digoxigenina. Estas sondas forman hibridos de bajabilidad por apareamientos
imperfectos con ADNc viroides de alta similitudskcuencia, sin embargo, en ninguno
de los ensayos Northern blot se evidencié la fordmade hibridos entre ARN del
hospedero o ARNvd inespecifico con las son@CVd o CVd-V|, pero si la
generacion de sefales frente a controles positigtgales y artificiales, demostrando
una alta especificidad sin reacciones cruzadasefr@material vegetal a campo sano e
infectado con otros viroides. La sensibilidad quoespnta la técnica Northern blot con
sondas CBCVd-DIG en material cidro infectado e2-deng de tejido fresco (0.125uL
a 0.25uL de ARN) mostrando elevadas sefiales deas#in, hasta ocho veces menos
del volumen de ARN recomendado para esta técnieasi®etizaron transcriptos
monoméricos con la finalidad de reconstruir coesgositivos artificiales pa@BCVd



y CVd-VI Ensayos de sensibilidad con estos controles amrel en nuestras
condiciones, un limite de deteccion entre 273-32dpgARNcopia del viroide. Se
realizd6 unmuestreo exploratorio de 84 arboles de diferendeiedades citricas en seis
departamentos de relevancia nacional, dirigido ennmyoria hacia plantas que
presentan sintomatologia de tipo viroide. En lagstras analizadas no se detectaron
sefales positivas frente a cada una de las son8&3/&DIG y CVd-VI-DIG,
indicando que las especi€BCVdy CVd-VIno estan presentes en las zonas citricolas
examinadas, generalizando una posible tendencetpdo el territorio nacional en base
a la robusta prospeccion ejecutada. Este estudiiroa la tendencia mundial de baja
distribucion de estos viroides, reporta un diagnéstéxhaustivo de€BCVdy CVd-VI
unico en Uruguay y la regidon mediante un abordajehern blot de alta sensibilidad y
confiabilidad. Esta herramienta biotecnoldgica enpéntada esta disponible para la
incorporacion en posibles acciones de Saneamiem@ljsis de blogues fundacién,
proteccion fitosanitaria de germoplasma exoéticoiedades domésticas, Certificacion y

Cuarentena de Citrus en Uruguay.



Introduccioén

Los viroides como entidad biologica

Los viroides son las entidades bioloégicas mas smmlescriptas hasta el
momento y el Unico agente infeccioso restringidaeitho vegetal, presentando una
diversa gama de huéspedes. Poseen la capacida€plizarse autbnomamente en
células susceptibles, representando la forma méwestal de parasitismo. Estos
replicones infecciosos mantienen una organizacsfmu&ural minima, constituidos por
una molécula de ARN cadena simple, covalentemeastada, no codificante y con un
fuerte apareamiento intramolecular. Los viroidesspntan un tamafio molecular en el
orden de 1810°nt, similar a los ARN satélites, a su vez, 10 vaoesor que el virus
ARN mas pequeiio y unas 60 veces menor que el geA&Nadel virus de la tristeza
de los citricos (Flores, 2001). Estos patdgenosviglbes se acumulan de forma
sistémica en el huésped luego de ingresar en idbtajle tal manera, localizan la
maquinaria replicativa del hospedero, reclutan grZan a los factores de esta
maquinaria para su propia replicacion; se trasladasta el sistema vascular y se
difunden a través de toda la planta completandticio infectivo (Floreset al, 2005).
Los viroides tienen propiedades moleculares y biols propias que los distinguen de
los virus y de los ARNs satélites, destacandosecipalmente que su ciclo infectivo
esta exclusivamente mediado por factores del hdésiependiendo funcionalmente de
la maquinaria transcripcional de la planta infeat@babler y Tsagris, 2004). El estudio
de los viroides en cuanto a su patologia vegetahagsle las lineas de investigacion que
hoy en dia mantiene un amplio desarrollo, ya queh@edemostrado que varias
enfermedades de plantas son de etiologia prodpodairoides. Se conocen hasta el
momento, unas 35 especies de viroides, distribieda® grandes familias y 8 géneros,
en su mayoria relacionadas con algun tipo de pgitolcEl abordaje de aspectos
practicos en cuanto a la implementacion, transééaey puesta a punto de nuevas
técnicas de diagnostico, asociado al desarrollo Pdegramas de Certificacion,
Cuarentena y vigilancia fitosanitaria, han sidardeha utilidad para el mantenimiento
de plantas libres de viroides y la proteccion dévas sensibles.



Caracteristicas y estructura molecular de los virales

Estructura primaria

La molécula viroide tiene un tamafio que oscilaestis 246 nt a 401 nt y su
secuencia de nucleotidos adopta conformacionesfueme autocomplementariedad
(64% al 73% de sus bases y un porcentafe @omedio superior al 50%). Debido a
esto, se producen estructuras plegadas y muy céaspqoee mantienen a la estructura
primaria como organizacion biologica relevantegya determina la conformacion del
ARN y la presencia de motivos que median la in@éacdel viroide con factores del
huésped (Darost al, 2006). Los viroides se clasificaron en dos faasilPospiviroidae
y Avsunviroidag segun sus diferencias de secuencia de las zamsergadas y la
capacidad de autoclivaje de algunos de ellos (Koltu y Rezaian, 1989),
manteniéndose el criterio de homologia de secuatefinido por Keeset al. (1988).
Los miembros de la familiBospiviroidaeposeen una zona conservada central (CCR) y
carecen de actividad ribozimatica, por otro ladofdmilia Avsunviroidaecarece de
regiones conservadas centrales, pero si mantiengtivo conservado que le otorga la
capacidad de formar estructuras con propiedadeautieclivaje en su replicacion
(Floreset al, 1998).

Estructura secundaria

En condiciones no desnaturalizantes, la mayoridoslesiroides adoptan una
conformacion de varillarg¢d-like), en la que regiones de elevada complementariselad
alternan con bucles formados por bases desapardRizsneret al, 1979). Esta
estructura secundaria le confiere a la molécula vielide ciertas caracteristicas
moleculares mas propias de cadenas bicatenariagequ®léculas monocatenarias, por
ejemplo, la capacidad de algunos viroides de margendisueltos en concentraciones
2M de Cloruro de litio en contraste con las cadesiagles y poco estructuradas de
ARN (Navarro y Flores, 1997). Los plegamientos ctdsticos adoptados por los
viroides se han logrado predecir mediante anaiisisilico calculando la estructura

termodinamica mas estable en condiciones estandasz



La Familia Pospiviroidae

Esta familia esta constituida por 5 génerd3oleviroide Apscaviroide
Cocadviroide Hostuviroidey Pospiviroide en los ultimos 4 estan distribuidos los

viroides citricos, representando 7 especies hhstammento.

) Dominios estructurales

La estructura de varilla es la conformacion tigleaos viroides de esta familia,
en la cual estan incorporados los viroides citriéos la conformaciémod-like de la
familia Pospiviroidaepueden identificarse cinco dominios segun el nogebpuesto
por Keese y Symons, (198%3r@fica 1). Como muestra este disefio, la molécula posee
un dominio central (C) flanqueado a su derechaymodominio variable (V) y a su
izquierda un dominio patogénico (P). Finalmentelsservan dos dominios terminales,
uno en el extremo derecho de la moléculg ¢ el otro en el izquierdo (J. Estas
regiones mantienen una serie de motivos de see@uengservados, los cuales juegan un
rol importante en cuanto a su ciclo infectivo y wai@amica compleja con las funciones

biologicas que desarrollan los viroides (Ding gdta2007).

La region conservada central (CCR) es el motivo asevariable entre los
diferentes viroides de la familiRospiviroidaey esta formado por dos cadenas de
nucléotidos del dominio C. La rama superior del C@Rntiene en sus extremos
secuencias palindromicas, las cuales forman unacésta alternativa de tipo horquilla
(harpin HI) durante la disrupcién en procesos de desnatacabn de la estructura
nativa. Este motivo parece tener relevancia ermaggsamiento de la molécula viroide
en la replicacion (Visvadest al, 1985). Por otro lado Baumstagk al, (1997) definio
una zona de corte y ligacién en la CCR, similabatle E conservado del ARN
ribosomal eucariota, intrones tipo | y Il, RNas§ Rbozimas. El bucle E viroide al ser
irradiado con luz ultravioleta es capaz de entmarla hebra superior e inferior de la
molécula de manera covalente (elemento de esteuttuciaria). Esta cualidad podria
implicar a ésta zona en posibles pasos de ligad&inprocesamiento replicativo e
interacciones ARN-ARN y ARN-proteinas (Eiretsal, 2007).

La region terminal T posee una zona conservada que en ciertos virgeles
localiza en la hebra superior y es denominada megggminal conservada (TCR). Por
otro lado, esta region ubicada en el extremo detigio terminal se designa como

horquilla terminal conservada (TCH) formando undruesura metaestable. Cabe



destacar que las regionesyl'Tr parecen estar implicadas en fenémenos de intercambi
0 recombinacion de secuencias entre viroides deetiifes especies que coinfectan una
misma planta, manteniendo un rol en el rearreglermo de la molécula. El estudio de
estas regiones podrian ayudar a resolver plantatosien cuanto a la evolucion del
genoma viroide (Semancigt al, 1994). El dominio P se caracteriza por tener una
secuencia rica en oligos A (5-6) consecutivos yhaedenominado como region
moduladora de virulencia, ya que el cambio de agumocas bases puede alterar la
severidad de los sintomas en una infeccion (Scanétzal, 1985). Esta region podria
interactuar como sitio de reconocimiento, unidnpdateinas y factores del hospedero
en el evento patogénico primario (Schmitz y Riesh®88). La region variable (V) de
la molécula viroide es la zona que presenta la maywoiabilidad entre viroides
cercanamente relacionados. Esta involucrada enofmation de una estructura
metaestable o horquilla H Il (apareamiento de seziae palindromicas en la hebra
inferior de las regiones V y, ], produciendo una estructura con elevada estalileh

su transicion hacia la desnaturalizacion. En estpae la estructura podria interactuar

con polimerasas y con factores del hospedero (8ehgoRiesner, 2002).
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Gréfica 1. Estructura secundaria del genoma ARN completon}33fk CVd-VI (Pospiviroidae) Se muestran los
dominios estructurales Terminal izquierdo (T1),fieral derecho (T2), Patogénico (P), Conservado (@)jatile
(V) y las regiones terminal conservada (TCR) y céctvaservada (CCR).Tomado de ébal, 2001.

1)) Procesos replicativos: enzimas involucradas

La replicacion se realiza de forma autonoma erueleoplasma de las células
del huésped susceptible, mediante un mecanismo irdeloc rodante asimétrico.
Mecanismo en el cual, la hebra de ARN dominantéa(utad +) sirve como templado
para la sintesis de oligdmeros lineales de secaenomplementaria (polaridad
negativa), estos ultimos son utilizados directammeoimo molde para la produccion de

hebras oligoméricas de polaridad positiva. Estas @oocesadas a unidades



monomeéricas que por autoligacion se circularizgeryeran una progenie circular ARN
(+) (Branch y Robertson, 1984). La presencia deémuhs de ambas polaridades
(intermediarios replicativos) acumulandose a diatinconcentraciones fue reportada
por Qi y Ding (2003), indicando una localizaciorbsuclear diferencial. Se demostro
gue el ARNvd (-) y ARNvd (+) se localizan en el lmaplasma, pero que Unicamente la
hebra positiva se acumula en el nucledlo. Las idetiles enzimaticas necesarias para la
replicacion viroide mediante el circulo rodante:sama ARN polimerasa involucrada
en la sintesis de oligdbmeros, una ARNasa que proestsis cadenas y por ultimo una
ARN ligasa que circularice las progenies. Todo®sgrocesos son llevados a cabo
mediante la maquinaria enzimatica del huésped. nzama ARN polimerasa ADN
dependiente del hospedero es la encargada detésiside las hebras oligoméricas
viroidales. En la célula, la RdADP es la encargasladintesis del ARN mensajero, sin
embargo los viroides tienen la capacidad de redoear y beneficiarse de ésta
maguinaria transcripcional, mecanismo que estéartasolver (Schindler y Muhlbach,
1992; Floreset al, 2005). Por otro lado, el descubrimiento de engiceulares ARN
polimerasas dirigidas al ARN (RDRs) en plantasdescarta la posibilidad de que este
tipo de moléculas puedan estar también involucradak replicacion viroidal, como
por ejemplo la sintesis de una hebra viroide liteacatamérica negativa (Ding e Itaya
2007).

1)) Movimiento del viroide en la planta.

Los viroides, como ya se mencion0, tienen la calaakcde infectar a la planta de
manera sistémica, aprovechando las rutas y mecasisetulares de trafico a través del
huésped, mediante interacciones y reconocimienofactores celulares. EI ARN de
origen viroide a partir de su informacion estruatwseria capaz de potenciar : i) el
transporte al nucleo de la célula, ii) la salidhait®plasma, iii) el movimiento de célula
a célula, iv) la incorporacion en el tejido vascukd trafico a través del floema y la
salida del mismo (Ding y Wang, 2009). El traficolds viroides de célula a célula se
realiza por medio de transporte simplasmico a sraelos plasmodesmos. La molécula
infectiva (hebra positiva) debe colonizar las células ady@separa luego moverse a
zonas distantes de la planta. Sin embargo, debeewvdas barreras fisicas que
interponen los organulos de interconexion citopkgsra intercelular en contra del libre
movimiento de moléculas. Proteinas celulares pigteakes y complejos

ribonucleoproteicos cumplen un rol regulatorio quron motivos estructurales del



patégeno relacionados al trafico. La via de trariepte largas distancias que utilizan
los viroides para traficar sistémicamente en latpl@s el floema. Las macromoléculas
como los fotoasimilados circulan por esta mismauetira vascular. No obstante, se
mueven por difusion desde las fuentes hasta logdsuos, en contraposicion con virus,
viroides y ARN enddgenos que ven facilitado su dpmmte mediante la unidn con
proteinas y factores del huésped (Takeda y Din§9R0Se debe destacar que las
plantas poseen puntos estratégicos de regulacigrase de moléculas a ciertos tejidos.
El meristemo apical es un sitio de alta actividatlilar, que a su vez esta restringido
para la mayoria de virus y viroides. Esto corredpoa que en las proximidades de este
tejido, el sistema vascular aun no se encuentrareti€iado y su acceso es
exclusivamente por trafico célula a célula. Es lgesique el mecanismo que
imposibilita que los viroides entren al meristenstéaelacionado con la maquinaria de

silenciamiento génico post-transcripcional (Schwetchl, 2005).

Iv)  Variabilidad de los viroides

En plantas infectadas se ha demostrado que exisiggama de secuencias de
viroides que son heterogéneas y no una unica Yari@fisvader y Symons, 1983).
Estas variantes o haplotipos se comportan siguiegidmodelo de cuasi-especies
propuesto por Eigen (1993). EI modelo de cuasiaspese refiere a la distribuciéon de
genomas no idénticos pero de secuencias similarese formaron desde un genoma
unico; estableciendo poblaciones de replicones cagglejidad aumenta si la fidelidad
del proceso replicativo decae (Codogeml, 2006). EI nimero y la frecuencia de las
diferentes secuencias definen la variabilidad depgblacién. Dentro de esta poblacion
se encuentra una secuencia con mayor eficienciagia, la cual se define como
maestra (coincide con la denominada secuencia esoseEs decir, la secuencia
promedio que mantiene en cada posicion al nuckedtids frecuente en el espectro de
secuencias de la poblacion. Los genomas de logleggresentan una elevada tasa de
mutacion, considerandose como extrema relacionadaggnoma tan reducido, debido
a la ausencia de mecanismos de correccion de marias polimerasas implicadas en

el proceso de replicacién (Gagbal.,2009).

Clasificacion de los viroides citricos

Los viroides se clasifican segun la normativa deim@é Internacional de

Taxonomia de Virus (ICTV), mediante el Grupo deuBl&t de Viroides del Subcomité



de Virus Vegetales, en la que se diferencian familgéneros y especies. Los viroides
citricos se ubican en la familRospiviroidae que hasta el momento se componen de 7
especies ubicadas en 4 géneros, segun los criteriescuencia de la CCR, presencia o
ausencia de TCR o TCH vy las propiedades bioloégiaaisel de especigsfafica 2). La
identidad de secuencia inferior al 90% es el cotgara diferenciar a dos especies
como distintas y ubicadas en un mismo género. Lgmeaes deben mantener
propiedades bioldgicas caracteristicas que lasediégeen, de ahi el nombre que se le
asigna a cada especie segun la manifestacion temsis que provoca en huéspedes
naturales. Sin embargo, no todos los viroides @angratologias, por lo que su
nomenclatura sélo hace referencia a su huéspedahgtge le asigna una numeracion
en aquellos casos en los que no esta confirmadafermedad que provocan. El
esquema actual de clasificacion mantiene la prapuds Floreset al. 2000, con las
modificaciones recientes aceptadas por el Grup&siedio de Viroides de la ICTV
(www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp), el cual ladasifica en siete especies,
definidas como:CEVd CBLVd HSVd CDVd CBCVd CVvd-V y CVd-Vl Las

caracteristicas de estos viroides citricos seldrtalcontinuacion.

El viroide de la exocortis de los citricos (CEVd)

Se ha demostrado q@EVdes el agente etioldgico causante de la exocaetis d
los citricos, mediante la verificacion de los ptaios de Koch eiPoncirus trifoliata
(Verniéreet al, 2004). Consiste de una molécula con diferentéantas de secuencia
comprendidas entre los 371nt y 375nt. Por otro,ladoreportaron secuencias de este
viroide constituidas por 463 y 467 nucléotidos, ideba la incorporacion de
duplicaciones de 92nt y 96nt en la regién termugerecha (TR) (Szychowslkit al,
2005). El brazo derecho y la zona central de laiesira molecular del viroid€EEVd
mantienen una elevada similitud de secuenciaGB@Vd El viroide de la exocortis de
los citricos presenta una elevada distribucion nalntb mismo sucede con €DVd
(Rakowskiet al, 1994) yHSVdque exhiben una alta tasa de ocurrencia en cdsva
citricolas del mundo (Itet al, 2002b; Duran-Vila y Semancik, 2003).

El viroide de la hoja curvada de los citricos (CBHY

Antiguamente referido com@Vd-l, su nombre descriptivo es referente a la
patologia producida en el indicador cidro EtrograPeste agente infeccioso se han

reportado dos variantes (la y 1b) (Duran-\ékaal, 1988a), las cuales poseen un tamafo



de 327nt y 318nt respectivamente. Posiblementeateante CVd-la sea un viroide
guimérico constituido por la duplicacion parcial tes regiones terminales de la
variante Ib. Este viroide podria haberse originguy eventos de recombinacion
producidos por co-infecciones con otros viroidegkmtas citricas (Foissac y Duran-
Vila, 2000). El viroideCBLVd posee similitud de secuencia con parte de la zona
terminal izquierda (TL) y Patogénica (P)@EVd(Ashulinet al, 1991).

Familia Género Especie

Pospiviroide | CEVd (Citrus Exocortis Viroid)

Hostuviroide | HSVd (Hop Stunt Viroid)

Pospiviroidae

Cocadviroide | CBCVd (Citrus Bark Cracking Viroid) <—

CBLVd (Citrus Bent Leaf Viroid)

Apscaviroide CDvVd (Citrus Dwarfing Viroid)

CVd V (Citrus Viroid V)

Cvd VI ( Citrus Viroid VI ) (ex CVd-0S) <z

Grafica 2 .Clasificacion de los viroides citricos de la famfPospiviroidaesegun la Gltima evaluacion del ICTV (2008ptese la
incorporacion del Viroide Citrico VQVd-\) y el Viroide Citrico VI CVd-V)) como nuevas especies (Carstens, 2010), estenlltim
era citado como Viroide Citrico Fuente Origin@Md-OS3. Las especies en negrita e indicadas con unaaflearresponden a los

viroides principales de este estudio.

Por otro lado, Rakowslat al. (1994) indican una similitud de secuencia e@@vdy

la variante b d€BLVd La baja distribucion y ocurrencia del viroide de Igahcurvada



de los citricos es reportada por Malfitaetal. (2005), dato que se mantiene constante y

refuerza la disminuida apariciéon de este viroidésal mundial.

El viroide del enanismo del ltpulo (HSVd)

HSVdfue descubierto como el agente causal del enanghd@ipulo (Ohno,
1983). En hospederos citricos se determiné un ntmjde variantes con similitud
estructural y molecular denominadas como grupe libd viroides citricosqVvd-I11) con
un tamafio que oscila entre los 296 y 301 nuclestiflste grupo (actualmente especie)
presenta dos variantes, la variante CVd-lla y é&ta Ultima, produce una enfermedad
en citricos denominada cachexia de los citricose ycaracteriza por presentar una
secuencia especifica de 6nt en la zona variabledé/3u genoma (Semancgt al,
1988; Palaciaet al, 2004). El viroideHSVdpresenta en su region terminal izquierda,

cierta similitud de secuencia con una zona del gendeCBCVd.

El viroide del enanismo de los citricos (CDVd)

Este viroide también llamado conm@Vd-Ill, presenta una molécula con un
tamano entre 294-297 nucledtidos, reportandoseaiadntas (CVd-llla y CVd-Ilib). El
nombre descriptivo a la patologia refiere al emaniggeneralizado que provoca en
cultivos comerciales infectados. EDVd acumula un 40% de similitud de nucleotidos
con CBCVdy un 45% conCEVd (Rakowskiet al, 1994). Por otro lado, €Vd-VI
presenta un 68% de identidad con el genoma comgéttairoide del enanismo de los
citricos (Itoet al, 2001).

El viroide de la corteza agrietada de los citriq@BCVd)

En el pasado, denominado como viroide IV de lodgcog (CVd-IV), es el
patdgeno citrico mas pequefio de ésta familia ytaaes 284-286nt. El agrietamiento
de la corteza fue detectado por Verniéral. (2004) en el portainjerto de una variedad
susceptible Foncirus trifoliatg, de ahi la propuesta de su nombre que describe la
sintomatologia de agrietamiento. Este viroide priesgran similitud con las zonas V y
TR deCEVd (80 a 90 residuos), por lo que fue definido comovmoide quimérico de
tipo mosaico (Puchtat al, 1991). Actualmente este viroide pertenece al @éne
Cocadviroide junto con el viroide cadang-cadang del cocot€2€GVd segun la
clasificacion de Floreset al. (2000). Sin embargo, hay discrepancias con la

categorizacion d&€BCVden este género, basadas en el relacionamientgefiéico



gue presenta con algunos aisladoCi#&/d patrones conservados enBespiviroide
(regién terminal repetida-TRR-) y similitud de piegades bioldgicas y huésped comun
gue mantienelCBCVdCEVd (Semancik y Vidalakis, 2005). Estas discrepangids
propuesta de reubicacion @BCVden el génerd?ospiviroidefueron presentadas ante
la ICTV por Vidalakis en el afio 2008. Analisis decgencia definen que el brazo
derecho y la zona central @&Vdson similares £BCVd Por otra parteiliSVden su
region terminal izquierda mantiene elevada sindliton regiones estructurales de la
secuencia nucleotidica d@&BCVd(Puchtaet al, 1991). EICDVd presenta un 40% de
similitud acumulada con este viroide. (Rakowsdi al, 1994). El viroide del
agrietamiento de la corteza de los citricos esidersdo como un patégeno de baja
distribucion mundial presentando una disminuidareccia en plantaciones citricolas,
siendo reportado Gnicamente en Espafia (Mwckl., 2009), Turquia (Onelge, 2010),
Sudan (Mohamesdt al,, 2009), Sultanato de Oman ( Berretchl, 2005), Israel (Puchta
et al, 1991), Japon (Itet al, 2003), Italia (Malfitancet al, 2005), Cuba (Pérezt al,
2004), China (Caet al, 2010) y los Estados de California y Florida entsiameérica
(Duran-Vilaet al, 1988b y Garnsegt al, 2002 ).

El viroide V de los citricos (CVd-V)

Este patdgeno fue reportado recientemente en Esphigaido de un aislado de
Atalantia citroides(un hospedero resistente a los demas viroidesasjriBarbosaet
al., 2005a). Posteriormente, fue identificado y camzado en citrus determinando su
tamafo en 293-294 nucledtidos. Su genoma es ricG:€ny presenta un 68% de
apareamiento entre la totalidad de sus bases. Rose€CR caracteristica del género
Apscaviroidey una TCR presente en otros miembros de la farRbapiviroidae.
Alineamientos de la secuencia completa@\d-V con otros viroides, indican una
identidad del 62% y 60% coGDVdy CBLVdrespectivamente. A su vez, utilizando
ribosondas especificas p&®Vd se observo una leve sefal en muestras infectadas c
CVd-V, indicando una alta similitud entre regiones destsiroides (Serrat al, 2008a
y 2008b). El viroide CVd-V mantiene una baja dstigion a nivel mundial, con una
tasa de ocurrencia reducida, situacion esperadidalebla reciente caracterizacion y
reporte de ésta nueva especie.Testajes con sorataadas y cebadores especificos
muestran su presencia en cultivares citricos deepatomo EUA, Espafia, Nepal,
Sultanato de Oman (Sera al, 2008b), Iran (Bani Hashemiaat al, 2010), China
(Caoet al, 2010) y recientemente en Japon (Ito y Ohta, 2010)
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El viroide VI de los citricos (CVd-VI, ex viroideitcico “Original Source” o
CVvd-0S)

Este viroide fue reportado Unicamente en JapoOntiemnuna estructura con un
tamafio de 329-331 nucledtidos (#bal, 2001). Su molécula presenta una CCR tipica
del génercApscaviroide Contiene una region conservada terminal (TCRpsep un
65% de sus bases apareadas, constituyendo unet@strsecundaria de baston con un
genoma rico en &. EICVd-Vitiene una identidad del 68% c@bVdy presenta una
elevada similitud de secuencia en sus regionesly gon fragmentos nucleotidicos del
genoma deCEVdy CBCVd (Ito et al, 2002b). Recientemente, el viroide VI fue
reconocido como nueva especie por la ICTV, prewdifitacion de su nombre anterior
(CVvd-0OS por ser un nombre taxondmicamente inconsistemtela reglas del comité.
La distribucidén de esta especie es exclusivamegiemal reportandose Unicamente en
Japon y con una baja frecuencia de aparicion emiguimnes citricas comerciales (&b
al., 2003).

Sintomatologia y patogénesis

La mayoria de los viroides citricos producen enéstates caracteristicas, de ahi
el nombre de algunos de ellos que se asocian iatamatologia desarrollada en sus
huéspedes. Algunos viroides no producen sintoméasgriantas que infecta de manera
natural, estos se definen como “latentes”. En i@a@ lo anterior, es importante
discernir las asociaciones viroide-huésped comerahantes, en muchos casos, de la
severidad de la infeccion. En ciertas variedadascas infectadas por viroides, los
sintomas pueden ser agresivos o0 hasta letaleageldeCEVdinfectando trifoliados y
cidros) o bien, el patégeno se puede comportar dateate y no generar sintomas en
otras variedades citricas (huéspedes o variedatigarites) (Duran-Vila y Semancik,
2003). No todos los viroides citricos han sido reggmips en cultivares domésticos,
también fueron detectados en plantas ornamentalesilvgstres como tomate
(Verhoevenet al, 2004),Impatiens spVerbena sgBostanet al, 2004; Singhet al,
2006 y 2009) y 12 especies de malezas (Matoaselt, 2007). Indicando el amplio
espectro de reservorios que poseen estos patogeaoteniendose en hospederos
alternativos. En cuanto a la expresion de la erddad, los virus y viroides comparten
similitudes en los sintomas que generan en plaffag acarrea la dificultad de
distincién entre estos agentes infecciosos mediabigervaciones a campo y la

necesidad de poseer huéspedes experimentales geeemesintomas mas evidentes

11



debido a la elevada acumulacion del patdgeno enefdss. Un ejemplo de variedad
experimental que potencia los sintomas de los démoicitricos, siendo un genotipo
seleccionado por su sensibilidad y utilizado paoarfsayos, es el clon 861-S1 de cidro
Etrog Citrus medica (Roistacheret al, 1977. La inoculacion del patdgeno en esta
planta genera sintomas agudos como un marcadoser@ana nivel foliar se observa
epinastia severa, necrosis del peciolo y nervadertral. Desde la perspectiva
molecular, los viroides de la familiBospiviroidaegeneran efectos patolégicos por
interacciones directas entre su molécula y compgeserelulares del huésped, hasta el
punto de producir anomalias en la pared celulaafformaciones en los cloroplastos de
la planta infectada (Wargf al., 1986). Se presume que la aparicion de sintomas) co
punto final del ciclo infectivo del patdgeno, estadiada por una serie de eventos en
cascada relacionados al incremento en la expred@rproteinas de defensa PR
asociadas al mecanismo de resistencia sistémioairigdq (SAR). Estas proteinas y
ARNs enddgenos interactuando con la molécula deidé podrian ser los efectores
directos de la patogénesis (Conejetoal, 1990). Generalmente la patogenicidad o
intensidad de los sintomas no es proporcionatidbtd acumulacion del viroide en el
huésped, sino la variante patogénica (razas sevameradas y suaves) que infecte el
tejido. A su vez, esta variante recurre a modifmaes en la geometria molecular de sus
motivos estructurales y desarrolla interaccionespoteinas de la planta (Rodal,
2006). Por otro lado, los mecanismos de defensk gidanta mediante procesos de
silenciamiento post-transcripcional (PTGS) podifgervenir frente a una infeccion por
viroides (ARN exdgeno), provocando la apariciorsitRNA viroides (Papaefthimioet

al., 2001). La génesis de estosnall interfering” ARN derivados de viroides (vd-
siRNASs) podria deberse a un intermediario nucls&RIN formado en el nucleo por la
replicacion del patdégeno, este ARN doble hebra RI$Aes un candidato para ser
procesado por una isoenzima tipo Dicer (DCL) ytgosrmente acoplado al complejo
RISC (RNA-Induced Silencing Complex) en busca deNARcon homologia de
secuencia (Markariaet al. 2004; Florest al, 2005). Sin embargo, la molécula viroide
mantiene una estructura secundaria similar a landpre-micro ARN y perfectamente
lograria ajustarse como sustrato de enzimas tiperQltayaet al, 2007). Este micro-
ARN generado y acomplejado con RISC podria actiaresintermediarios replicativos
del viroide y ser susceptible a la degradacioncdmtraposicion con lo anterior, Gomez
y Pallas (2007) proponen que los viroides puedenresistentes a la degradacion
mediada por silenciamiento del ARN. Esto podriainerar a su estructura secundaria
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compacta (le confiere resistencia a ARNasas) alitala complementariedad con
siARN mediado por RISC. Por otro lado, la resisierec la degradacion también se
explicaria mediante compartamentalizacion, es decientras las formas viroidales
susceptibles se localizan en el nucleo, el comgC se ubica en el citoplasma en
donde las formas maduras del viroide transitanamstdo asi de las defensas del
huéspedenti et al, 2004). Se sugiere que los viroides pueden altesapatrones de
expresion de genes del hospedero a nivel trangmmgic y post-transcripcional
(patogénesis mediada por siRNA) y no afectar laulemjpn de la expresion
traduccional o post-traduccional, dando como radoltla patologia (Gora-Sochacka,
2004). Sin embargo, estos mecanismos de patogérasis no estan claros.
Recientemente, fue propuesto un abordaje que expdicpatogénesis desde i) la
activacion de cascadas de sefalizacion conteniguith@asas activadas por vd-siRNAs
(viroid-small interfering RNA#) y ii) la intervencién ddransacting vd-siRNA en la
degradacion de ARN mensajero del hospedero. Estaesns lograrian la pérdida o
ganancia de funcion a nivel proteico o transcripaiagenerando perturbaciones en la

defensa vegetal y las vias de sefalizacion de hasn@wens y Hammond, 2009)

Transmision y propagacion de los viroides citricos

Los viroides citricos no presentan transmision ena@i ningun vector, pero no
se descartan los afidos, pulgones, moscas o atmjas ruta de infeccion (Antignuet
al., 2007). Los viroides raramente son transmitidasgmden o semillas en citrus, sin
embargo, recientemente se detectaron semillasami¢agl ornamentales que mantenian
el genoma d€EVd Los plantines analizados y derivados de estadlasmresentan
resultados positivos par@EVd confirmando su posible transmisién por semillas.
(Singhet al, 2009). Por otro lado, Cohext al. (2005), reporta la dispersidbn mecanica
de los viroides desde animales que usan como @iatafde transmision su cornamenta,
la cual podria portar un inéculo del patdégeno abtepor friccion con plantas de citrus
infectadas experimentalmente. Los viroides mantienea elevada estabilidad en
extractos de savia de plantas infectadas, pordopgeden ser facilmente transmitidos
de manera mecanica por practicas agronémicas contey pambio de copa y cosecha.
Los viroides poseen un alto grado de toleranciaaédr y resistencia a tratamientos
guimicos, por ello, la desinfeccion de herramiem@astaminadas se hace dificil. Sin
embargo, un tratamiento con agentes oxidantes, chipoclorito de sodio, ha

demostrado ser eficaz como desinfectante y recoadenen practicas de poda y
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manipulacion en viveros (Brlansky y Timmer, 201B3tudios de transmision mecéanica
de viroides citricos en plantas a campo muestranaguoximadamente un 10% de las
plantas testadas fueron infectadas por viroidegpdicar cortes con herramientas
contaminadas (Barbos# al, 2005b). Estos resultados revelan una ruta impiarten la
propagacion de enfermedades de etiologia viroide.via de mayor relevancia y
eficiencia en la transmision de viroides citricedapropagacion vegetativa de material
infectado. Las practicas de injertacion de yemagteades para obtener plantas madre es
una de las responsables de la diseminacion mutheligiroides. Una vez establecida la
infeccién en bloques de produccion y distribuciémuhaterial vegetal, la propagacion se
torna descontrolada y silenciosa hasta que losubkbao sean chequeados con una
bateria diagnostica y sean objeto de Programas atea®iento (Duran-Vila y
Semancik, 2003)

Expresion de sintomas de los viroides citricos

Los sintomas en plantas infectadas estan infludosigor la virulencia del
aislado y/o la variante patogénica, el estado ciatral del huésped y la variedad citrica.
Este dltimo es un factor determinante en la expredie sintomas, ya que un mismo
aislado puede actuar como una infeccion latentdetarminadas variedades citricas
(pasando desapercibido) y ser agresivo en otras.vhdaedades citricas sensibles a
viroides y utilizados mundialmente como portairgsrson la lima “Cravo” o Rangpur
(Citrus limonia Osbeckhibridos del grupo de los citranfféitrus x sinensis x Poncirus
trifoliata) y Poncirus trifoliatacon sus variantes. Estos presentan los sintomas ma
agresivos a campo cuando son infectados@eYd mostrando la tipica patologia de
exocortis: descortezado (levantamiento de la cartexrmando escamas de tamafio
variable) y acompafnado de un enanismo severo.ibhtsnmsas son observados entre 4 a
12 afnos dependiendo de las condiciones del cwtileovariedad infectada. ETEVd
cuando es hospedero de propagaciones clonalesdde Eirog (una planta sensible
utilizada como bioamplificador del titulo viroidana diagnostico bioldgico) manifiesta
un fuerte enanismo y epinastia muy marcada, accedpaile necrosis en el nervio
central de la hoja. En este huésped la infecci@i@ulegar a ser letal. (Calavanhal,
1964; Duran-Vilaet al, 1988a). En plantaciones citricolas, los viroigegden co-
infectar a una misma planta, esto produce una skerieteracciones entre diversas
combinaciones de viroides generando efectos sowgd antagonicos en cuanto a

sintomatologia (Verniéret al, 2006). Se observa que en plantas co-infectadas co
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CEVdy CBCVdse produce un efecto antagonico y los sintomascteaisticos de
exocortis son mermados, lo que deriva de una pos#bhcion bioldgica entre estos dos
viroides. Itoet al. (2002a) reporta que la infeccion multiple de cidoo CBLVd CDVd

y CBCVdinjertado sobréoncirus trifoliataproduce una sintomatologia tipo exocortis,
indicando efectos sinérgicos. Esta observacion uwmda con el descamado de la
corteza del naranjo trifoliadmomo portainjerto de Clementinas infectadas conitama
combinacion de viroides y en ausencia@gEVd/ HSVd (Verniéreet al, 2006). El
viroide del enanismo del lupuldHEVQ presenta una enfermedad caracteristica en
Citrus macrophylla tangelos y mandarinos, denominada cachexia. SEnan
hendiduras en la madera que se corresponden catahen la cara cambial de la
corteza, acompafadas de una decoloracion del flyedegaexudaciones gomosas. Las
plantas sensibles en estadios avanzados de |anenfed pueden mostrar clorosis foliar,
enanismo, cancros en el tronco-ramas y eventuadnm@oducir la muerte de la planta
(Reanwarakorn y Semancik, 1999). Por otro ladagpertdé un efecto sinérgico entre
HSVdy CBCVd observandose un potenciamiento de los sintomase, gate efecto
decae si la planta se reinfecta con viroides adaes (Verniéreet al, 2006). La
mayoria de variedades citricas se muestran core@iaes frente al viroidEBLV( sin
embargo en cidro Etrog los sintomas caracteristioosaparicion de necrosis puntuales
en el nervio central de las hojas, la cual induteintensa curvatura en la hoja (sintoma
gque da nombre al viroide). Se ha demostrado quetgdainfectadas co€EVdy
coinoculadas con aislados @BLVd potencian su sintomatologia caracteristica de
exocortis mediante efectos sinérgicos, favoreciste efecto con la adicion de otros
viroides en la co-infeccion (Verniéet al, 2006). EICDVd genera en cultivares como
naranja Valencia sobieoncirus spun enanismo generalizado, reduccion significativa
del tronco y reduccion del volimen de la copa. Estgide co-inoculado col€EVd
potencia la sintomatologia de achaparamiento emgsanfectadas. El viroideBCVd
presenta sintomas caracteristicos en variedade<lementinas injertadas sobre
Poncirus trifoliata, provocando un agrietamiento severo en el troncade®eostro un
consistente efecto sinérgico en plantas co-infestabnCBCVdy HSVd a su vez un
efecto antagénico entréBCVdy CEVd atenuando los sintomas inducidos por este
ultimo (Verniéreet al, 2006). Las evaluaciones de las propiedades hoalsgleCVd-V
respecto a los sintomas producidos en plantasdie, enostraron un leve enanismo,
necrosis de las nervaduras y agrietamiento dealasg. Mediante inoculaciones con
viroides del mismo génerdCBLVdy CDVd se observaron efectos sinérgicos y un
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incremento en la severidad de los sintomas de @naninecrosis y epinastia severa
(Serraet al, 2008a). El viroide VI de los citricos presestatomas suaves de epinastia
y necrosis de los peciolos en cidros infectadosemed, podria comportarse
sinérgicamente con otros viroides provocando um@rsiatologia tipo exocortis en este
mismo huésped (Itet al, 2002a). No se reportaron sintomas en mandaritsur8a
(variedad en el que fue inicialmente dectectado\a-VI). Sin embargo, recientemente
se detecto el viroide VI en arboles de kakiospyrus kaki Thunbo “Japanese
persimmon”comprobandose su transmision por injerto de kaala y la posibilidad

de que ésta variedad sea huésped natural de gstie\(Nakaune y Nakano, 2008).

Rendimientos de cultivares citricos infectados cowviroides.

Las plantaciones citricolas infectadas mediante boaaciones de viroides o
inoculadas con viroides unicos, presentan difesemtegularidades en su crecimiento,
rendimientos en la cosecha y la calidad de losodrutlas variedades citricas
comerciales como ClementindSitfus clementin&Nules”) y naranja dulceQ. sinensis
“Navelina”) en portainjertos Carrizo citrangd’dncirus trifoliata x C. sinensis
afectadas por infecciones mdltiples, sufren de diseninucion en el tamafo de las
plantas o enanismo severo (asociado al pobre désamel sistema radicular),
reduccion de la circunferencia del tronco y el vadin de la copa (Bani Hashemian
al., 2009). Observaciones similares son reportadas\aoniére et al. (2004) en
Clementinas injertadas en un pie Bdrifoliata. En este contexto, es evidente la
disminucién del crecimiento vegetativo en plantasfedgtadas con viroides
independientes QEVd y CDVd principalmente) presentando reducciones en el
rendimiento acumulativo en el transcurso de vaai@ss en comparacion con controles
sanos. Situaciones equivalentes ocurren en ponug paradisi Macf.) injertado
sobre naranja trifoliada (Sanches Stusthal, 2007), Washington navel sobre Citrange
Troyer (Roistacheet al, 1995), limones Lisbon y Eureka injertados sdPrgifoliata
(Broadbentet al, 1988) y limén Lapithou sobre naranjo amargo. Esfieno presenta
un efecto substancial en el crecimiento de lastaéa(disminucion aproximada de un
50%) en los primeros 3-8 afios de edad en comparaoid plantas libres de viroides
(Kyriakou et al, 2005). Reportes de parametros afectados porciofezs con viroides
como la produccién en la cosecha, los rendimientda calidad de la fruta son
relevantes para el rubro citricola mundial. En esteorno, arboles inoculados con

viroides producen menos fruta y una baja en laymidddad anual de la cosecha
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(Sanches Stuclet al, 2007). Este mismo escenario es planteado porakyuiet al.
(2005), el cual reporta que el numero de frutos neredimiento anual de la cosecha se
vié reducida. EI mismo autor indica que para lim@pithou, el peso del fruto y su
contenido de jugo no es seriamente afectado. Sk, los solidos solubles totales y
la acidez son consistentemente mas altos en fdgoglantas libres de viroides. Es
decir, en plantas enfermas, el indice de calidadad&uta (coeficiente de acidos
solubles totales entre acidos totales) se notataafec Una observacion similar es
planteada por Bani Hashemiah al. (2009), indicando que la densidad del jugo, la
cantidad de sélidos solubles y la acidez del fdg@lantas infectadas es menor que las
plantas sanas de Clementinas y Navelinas. Por ajltreportes sobre la cantidad y
composicién de aceites esenciales extraidos poodedtilacion de hojas/cascaras de
frutos de cidro infectados/no infectados por viesidy posterior analisis de su
composicibn mediante cromatografia gaseosa; muesjua la cantidad de aceites
esenciales extraidos de hojas sanas es mucho moagjus en plantas infectadas
(reduccién en el contenido). Sin embargo, la cadtide aceite extraido de la cascara no
presento diferencias significativas entre sanofgrero. Las concentraciones de ésteres
y aldehidos fueron globalmente diferentes en cascde frutos de plantas enfermas,
observandose pronunciadas alteraciones en la caritposle los aceites en la cascara

debido a la infeccidn con viroides (Vekiatial, 2002).
Métodos de deteccion y diagndstico de viroides

Los métodos de diagndéstico de enfermedades caupadpatogenos subvirales
han tomado importancia a nivel mundial, ya questligio de viroides en citricos ha
incrementado y el conocimiento de los mismos rewelacomplejidad en cuanto a
sintomatologia, agresividad de las enfermedadegpacciones sinérgicas, relaciones
entre variedad citrica-patégeno, la gama de huéspeth posibilidad de recombinacion
gue tienen estos agentes infecciosos. La congiatat@ infecciones por viroides en
cultivares mediante métodos diagndsticos encuestewvancia debido a las posibles
repercusiones econémicas en el rubro, dada la atragidn de los bajos rendimientos
de las plantas infectadas con viroides en cultsrzammerciales, afectando directamente
la produccion. Las consecuencias que padecen issspeon un deficiente Programa de
Saneamiento, Cuarentena y Certificacion son lablessrestricciones fitosanitarias en

cuanto a exportacion y transito de material de ggapion. El diagndéstico de
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infecciones por viroides tiene diferentes limitan@e debidas a la estructura molecular
del patégeno (no posee capside proteica siendosilsipoel empleo de métodos
inmunologicos de deteccion), su fuerte apareamietitamolecular, el comportamiento
de los viroides en cuanto a su acumulacion erejaos y los bajos e irregulares titulos
de particulas en variedades infectadas (Palatial, 1999; Barbosat al. 2002).
Recientemente han sido desarrollados métodos niatesude diagndstico de viroides
basados en la deteccion del genoma completo déygrad. Estos métodos buscan la
independencia de los ensayos bioldgicos (consurasgod periodos de tiempo) y
mejorar la sensibilidad, especificidad, exactitiagddstica, tiempos de manipulacién
(sin afectar la eficiencia de la técnica), la méitiién de productos de baja toxicidad y no
radiactivos. Cohenet al, 2006;Bernad y Duran-Vila, 2006; Murciet al, 2009). Los
meétodos diagnosticos de infecciones causadas poides citricos se clasifican en
biolégicos y moleculares, segun el uso de plamtdikadoras o la deteccion directa /
indirecta del genoma del patdgeno.

Métodos Biologicos: bioamplificadores de viroides

Se basan en la utilizacion de huéspedes altersas@nsibles que acumulan en
mayores concentraciones al patégeno, provocandsarn®de sintomas caracteristicos
gue indican la presencia viroide. La planta indicadcomUnmente utilizada para
diagnéstico de viroides citricos es el clon 861d8Xkidro Etrog Citrus medicg, la cual
induce sintomatologia foliar caracteristica fremt@fecciones viroidales. Sin embargo,
los bioensayos presentan problemas en cuanto apleciécidad del viroide por
diagnosticar, ya que este método determina sieekxifccion pero no cual especie es el
agente causal de la patologia en la muestra adalidauran-Vilaet al, 1991). Las
interacciones (sinergismo-antagonismo) entre coogplée viroides co-infectando una
misma planta son comunes, distorsionando los sagararacteristicos y alterando el
diagnéstico visual basado en sintomas foliaresradps para una especie viroide
puntual. Los métodos biolégicos poseen la partidd de ser técnicas de diagndstico
con largos periodos de incubacion (3-18 meses)adadnta testada en condiciones
controladas de luz y temperatura (30°C-32°C), le mansforma a este ensayo en lento
y costoso. Sin embargo, al emplear una metodologkéa que combine el indexaje
biologico y el uso de técnicas moleculares se goesuna aproximacion diagnostica
mas confiable que la obtenida con el método biobgbnvencional (Duran-Vilat al,

1993). Es de importancia destacar que Kapari-ksiagd. (2008) propone una estrategia
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alternativa al diagndstico biol6gico convecionah @idro Etrog, la cual combina micro
injertaciénin vitro con indexaje bioldgico. Esta alternativa brindadiagnoéstico de
presencia/ausencia de viroides entre 12-20 diagudssdel micro-indexaje en una

micro-estaca de cidro cultivadavitro.
Métodos Moleculares: deteccion del genoma viroide

Deteccidn directa de ARN viroide: electroforesisgencial

Esta técnica esta basada en la separacion eleétiododel ARNvd del ARN
total extraido del tejido infectado mediante geties poliacrilamida en condiciones
nativas y posteriormente desnaturalizantes (sPAGE@iencial”), con pH discontinuo
para potenciar la resolucion de los ARNs viroidesses formas circulares y lineales
(Rivera-Bustamantet al, 1986). Esta técnica diagndéstica permite separeoraplejo
de formas circulares-lineales del ARNvd. Este ca&jopl se comporta
electroforéticamente como ADN lineal doble hebragefes PAGE, lo que facilita la
caracterizacion de su tamafio molecular y la consgaracon muestras de referencia.
Esta metodologia permite visualizar de manera wiyenediante tincion de plata, los
viroides presentes en un huésped cidro previameatellado. Sin embargo, este tipo
de diagndstico presenta tiempos extensos de dimetsts, dificultades de
manipulacion, necesidad de controles positivos deides en plantas cidro
independientes y baja sensibilidad en cuanto akasplantas de especies y variedades
comerciales. De tal manera, su uso como métodeteaon de rutina en Programas

de Certificacion es tedioso y poco confiable (Halatal, 1999).

)] Extraccién de ARN viroide

El diagnostico molecular de viroides que impligaeamplificacion enzimatica
del genoma del viroide o mediante la detecciont@omicas de hibridacion ARN-ARN
0 ARN-ADN requiere contar con ARNvd de buena calidao que conlleva que, el
punto de partida para un diagnostico efectivo,ig@ @ una extraccion de ARN vegetal
enriquecido con el patégeno y en conjunto con @deaita de deteccion molecular
apropiada. Existe una gran variedad de protocomsexiraccion de ARN para la
deteccién de viroides, los cuales son dependiealtetipo de huésped y el tejido
analizado. Sin embargo, no hay un método de extrageneral para la recuperacion
de viroides en una planta infectada. El métodoxtiaecion debe ser ajustado segun sea

la herramienta molecular de diagndéstico seleccianpdra ello se debe tener en cuenta
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la concentracion del patégeno en la variedad aitfyccon esto la sensibilidad de la
técnica), el tejido especifico, los residuos comames como polisacaridos-polifenoles
gue permanecen despuées de la extraccion (Nakahaah 1999) y los tiempos de
manipulacion contra la calidad del ARN. Para ensage rutina se deben analizar
muchas muestras vegetales con una técnica que ponaeglevada confiabilidad en el
resultado y que defina la presencia/ausencia dégeao. Varios autores reportaron la
utilizacion de diversos métodos de extraccion deN#dR utilizando como tejido
vegetal hojas/peciolos de cidro Etrog y hojas/randas plantas de variedades
comerciales, obteniendo resultados variables sdgurmerramienta molecular de
diagnéstico empleada (Noronha Fonsetal, 1996; Itoet al, 2002b; Palaciet al,
2000; Bernad y Duran-Vila, 2006; Murcet al, 2009). Los métodos de extraccion
empleados en el diagndstico de viroides tratan dieener ARNvd con ciertas
caracteristicas en cuanto a pureza y concentraocidmjscan evadir procedimientos
tediosos y costosos. De manera comparativa sdatetdgjunos criterios con el objetivo
de seleccionar una técnica convenieitebtencion de un elevado titulo del patdgeno y
bajos niveles de contaminantes o ARN de alto pesleaular que interfiera en los
ensayos diagndésticos. Lo anterior se consigueanitio gran cantidad de tejido vegetal
de una zona de la planta en la cual el viroidesttary permanece (Semana al,
1975). EI método de extraccion viroide convenciomahplea homogenizadores
automaticos, bombas de vacio, fenol-mercaptoet@aoh romper las membranas
celulares y separar las proteinas de los acidokinos, columnas de celulosa para
purificar el ARN y capturar inhibidores enzimatiqg@mancik, 1986). Son frecuentes y
necesarios para este metodo procesos de dialisastigion con Litio para purificar-
separar fracciones de alto peso molecuiiqr.no recurrir ni a pulverizaciones ni
homogenizacion del tejido evitando la liberaciénird@bidores, para obtener ARN sin
contaminantes pero con concentraciones bajas tiejgren. Evitar el uso de reactivos
organicos de alta toxicidad y evitar la contamidaairuzada. Un ejemplo, es el método
basado en los reactivos SDS/Acetato de PotasioZ&aset al, 1998).iii) conseguir
ARN total del material vegetal con alto grado deepa, de manera rapida y facil,
mediantekits comerciales. La utilizacion de estkiss, conteniendo reactivos en base a
tiocianato de guanidina/ fenol permiten la recupiérade todas las fracciones de ARN
del tejido analizado, incluido el ARNvd. Un ejemgs el reactivo TriPufecombinado
con el procedimiento de Chomczynski y Sacchi (19&#Ste reactivo produce la
disrupcién de células y la desnaturalizacion ddeasas enddégenas manteniendo la
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integridad del ARNiv) obtencion de ARNvd en pocos pasos, logrando coraa@ohes
del patégeno detectables mediante técnicas motesuéa las que, los contaminantes,
no sean el factor limitante para el desempefio detélenica. ElI método
Formaldehido/SS®enol/Cloroformo (International Potato Center, 2199utiliza
reactivos desnaturalizantes y soluciones de adtezduidnica para la disrupcion celular,

junto con reactivos toxicos que separan complépammucleoproteicos

i) Transcripcion reversa y amplificacion por PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) eségniaca de amplificacion
del ADN en condicionesn vitro. ES necesario conocer la secuencia que se quiere
sintetizar y asi disefiar cebadores especificogjilzantes de la zona de secuencia
conocida. Esta herramienta molecular es capaztdetde minimas cantidades de ARN
por su gran sensibilidad y presenta la facilidagleprocesamiento de un gran namero
de muestras en un corto tiempo. Esta se ha utiliaatpliamente para el diagnostico de
viroides en sus diversas variantes como la RT-PCReepo real, RT-PCR en tiempo
final en un paso y mdultiplex (Yangt al, 1992; Ragozzinet al, 2004; Wanget al,
2009; Tessitoret al, 2004). Sin embargo, a pesar de que esta herr@meslecular es
considerablemente exitosa para fines de clonaci@eguenciamiento, la RT-PCR
presenta diversos inconvenientes en cuanto a lizacibn en Programas de
Certificacion: i) La dificultad de optimizacién de la reaccién PGR, que algunos
viroides del mismo género presentan una elevadditaonde secuencia en la CCR
(zona utilizada para el disefio de la mayoria decédzadores). Razoén por lo que es
necesaria una temperatura de hibridacion elevade pvitar apareamientos
imperfectos. En cuanto a la generacibn de ADNc arirdnscripcion reversa, los
viroides poseen una estructura secundaria conefapdreamiento intramolecular, esto
conlleva a una renaturalizacion y reestructuradéna molécula del viroide a bajas
temperaturas de transcripcibn provocando amplicodestamafios no esperados
(Nakaharaet al, 1998a)ii) La permanencia de inhibidores de la reaccion RR-PC
derivados de la extraccion de ARN, como compudstudicos y polisacaridos (tipicos
de la pared celular en tejidos citricos). Este pyniede ser critico, ya que plantas
infectadas pueden generar falsos negativos prodocana limitacion en cuanto a la
integracion de esta técnica como herramienta dgdsico rutinario en Programas de
Certificacion y Cuarentena (Bernad y Duran-Vila,0@0 Sieburthet al, 2002) iii)

Amplificaciones inespecificas generadas en lascieaes RT-PCR de material cidro
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infectado y mayoritariamente en material obtenideatiamente de campo. En estas
reacciones, los amplicones esperados permanecepaiiados de fragmentos de alto y
bajo peso molecular, provocando confusiéon en léadeal del resultado diagndstico
(Navarroet al, 1998; Eiraset al, 2009).

i) Técnicas de deteccion basadas en Hibridaciones Mal@res.

La estrategia de hibridacibn molecular se basa a&n cépacidad de
desnaturalizacion-renaturalizaciéon de los acidoslemps y su union con hebras
complementarias. Los fragmentos de acidos nucleioogplementarios a la secuencia
problema (en este caso el ARNvd) se denominan sprds cuales pueden ser de
ARNc o ADNc. Las sondas son acidos nucleicos deahsimple que reconocen y se
ensamblan (hibridan) a la secuencia problema (ejoiLa ausencia o presencia de
moléculas hibridas (sontkRNvd) puede detectarse por quimioluminiscencia,
colorimetria o actividad radiactiva, para lo cualsbnda es marcada previamente a la
etapa de hibridacién. Resultados satisfactoriosianeal hibridaciones moleculares
dirigidas para el diagnostico de viroides dependangran manera de una exitosa
asociacion de la sonda con la molécula del virogdea ello, la molécula de ARNvd
debe presentarse desplegada. Por lo tanto, trattm®iecon calor y reactivos
desnaturalizantes que provoquen rompimiento depleentes de hidrogeno de las
cadenas de &cidos nucleicos afectando los apamamidantramoleculares son
importantes en el desempefio de la técnica (Mwetial, 2009). El tipo de sondas
empleadas para el diagnéstico de viroides son dastituidas por una molécula de
ARN copia o de ADN copia, las cuales pueden sercatas (para su deteccion)
mediante radio isétopos o por agentes intercalarésotopicos, como la digoxigenina.
Las sondas de ADNc marcadas con DIG-11-UTP soniamehte utilizadas por su
facilidad de manipulacion y rapidez de sintesis diamge PCR de plasmidos
recombinantes), no son radiactivas, no necesitaaqdgpos ni proteccidon especial y no
son contaminantes. Por otro lado, el empleo deasoARNCc marcadas con el is6topo
¥p son utilizadas con frecuencia en andlisis de giempl ARNs viroides o
intermediarios replicativos. Las hibridaciones roalares poseen diferentes variantes
metodoldgicas: segun el tipo de acidos nucleicstectar, si se siembran directamente
en membranas cargadas o si son separados en ggleBattrilamida / agarosa previo a
la deteccion. Estas variantes se definen como ot [dorthern blot o Southern blot,

siendo estas técnicas de uso frecuente para d@iaryagstudio de viroides.
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Hibridaciones ARN Dot Blot.

Esta técnica se basa en la siembra directa de ARKeambranas con carga
positiva y posterior hibridacion. EI empleo de éstaramienta promueve una gran
facilidad en el tratamiento de muchas muestras yfadma rapida en cuanto a
manipulaciones, siendo una metodologia atractiva jgh testaje en Programas de
Certificacion (Noronha Fonsea al, 1996; Coheret al, 2006). Sin embargo se han
reportado con esta técnica resultados erraticoalspd positivos en el diagndstico
directo en plantas de campo (sin un pasaje premicciolro Etrog) lo que hace poco
confiable a esta técnica cuando es aplicada dimecte en material vegetal obtenido de

cultivares comerciales (Palaa@bal.,2000; WenXinget al, 2009).

Hibridaciones Northern blot y Southern blot.

Esta herramienta molecular permite la deteccion atédos nucleicos
previamente movilizados por electroforésis y pdsterente tratados con sondas
marcadas. La ventaja de este tipo de hibridaciesek resolucion del complejo de
acidos nucleicos mediante movilidad electroforétiea el caso del método Northern
blot, el ARN total extraido del tejido infectado esicialmente migrado por
electroforesis de poliacrilamida. Posterior a ssfgaracion, los ARN viroides se ubican
espaciados de los grandes complejos de ARN deledesp, deacuerdo a su tamafio
relativo, evitando la interferencia de proteinade0cARN no patdgeno en las reacciones
de hibridacion con una sonda que corresponde aihggrompleto del viroide. El ARN
o proteinas podrian provocar posibles resultad@gi@s, competencia por la sonda o
ruido de fondo en el resultado final. La técnicahit@idacion Northern es capaz de
detectar pequefias cantidades de ARNvd en matezg#tal de campo infectado y
discriminar entre las diferentes especies de widitricos presentes, generando
resultados confiables y consistentes como los estpsiggor Murciat al. (2009). Estos
autores proponen que la técnica Northern blot esesirategia de hibridacion aplicable
en Programas de Saneamiento, Mejora Fitosanituiarentena y Certificacion con una
alta sensibilidad y eficiencia, combinada con tasdsis de ADNCc viroide disponibles en
la actualidad. En el caso del método Southern lbst,fragmentos de ADN doble
cadena del genoma viroidal obtenidos por RT-PCRigrados por electroforesis son
hibridados con sondas ADNc o ARNc marcadas con [Bs&a herramienta es de gran
utilidad para la validacién de los diferentes aogiles generados en la transcripcion
reversa (Saadet al, 2000). El Southern blot brinda la posibilidad dikicidar las
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interacciones de las diferentes sondas elaboradate fa fragmentos con similitud de
secuencias, regiones complementarias a la sondadalsi de manera discontinua en las
hebras y la eventualidad de apareamientos impesfeBDN.ADN e hibridacion
cruzada entre ADNs doble hebra. Estos ultimos apareomo eventos de diversa
ocurrencia (Milleret al, 2002). Un analisig silico, rapido y comparativo mediante el
programaBLAST2 Sequencéfatusova y Madden, 1999), permite resolver losipes
alineamientos locales entre dos secuencias depesj@ molecular (genoma viroide y
sonda viroide). Lo que podria explicar posiblesalesien ensayos de interaccion de las

sondas frente a genomas viroides citricos pordabrones Southern blot.

La sensibilidad, especificidad y eficiencia de $ammdas, en conjunto con la
técnica aplicada para la deteccion, son puntosvaetes para el desarrollo de
herramientas moleculares que tengan como objefiviiagndstico de rutina de la
presencia de estos patdégenos en cultivares cohestci®iferentes autores han
reportado la sensibilidad que presentan las hibied@s moleculares con sondas no
radioactivas cuando son aplicadas para el diagdde virus y viroides en material
vegetal con diferentes titulos del patdégeno dt.ial, 1995; Nakaharat al, 1999 y
1998b). La sensibilidad es un parametro determinar la implementacion de
metodologias diagnésticas, en especial para Praegrame Cuarentena o0 en casos
criticos de exportacion-importacion. La sensibiliddefine la proporcion del total de
verdaderos positivos identificados entre las pantéectadas, y a su vez, determina los
limites de deteccion (minimo y méaximo titulo deoudles que son detectables en una
muestra) y los puntos de corte que establecenvel nmbral de la sefal para la
asignacion de presencia/ausencia del patogenoa@muastra analizada (Rodriguetz
al., 2003; Duet al, 2007). El nivel de especificidad del método diiico frente a
viroides citricos no es un punto critico en Prograrde Saneamiento o Certificacion;
sin embargo, es un estimador evaluativo de la td@daiagndstica de la técnica. Una
herramienta molecular que logre discriminar especimides que infectan una planta,
genera confiabilidad para su uso en abordajesta®rcon sondas mixtas. Una robusta
especificidad de la técnica permite evitar la iroicla de falsos positivos debida a
posibles reacciones cruzadas entre la sonda y dio®sanucleicos del hospedero.
Ademas, un método de alta especificidad permitardatar analisis de ocurrencia y
distribucion de estos patdégenos en una region cai#i ya que determina

especificamente cual o cuales viroides infectaocamjunto de plantas problema.
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Para el desarrollo, optimizacion e implementaciénedsayos moleculares con
fines diagndsticos, es necesaria la incorporacioomtroles positivos en los analisis de
hibridaciéon molecular. Sin embargo, la disponilaitidde controles obtenidos de fuentes
vegetales inoculadas con viroides que no han silMigmente detectados en la zona de
estudio y la obtencion de viroides de distribucextlusivamente regional o nuevos
viroides, son limitantes frecuentes para la optawidn de los analisis. Por otro lado, la
permanencia de plantas infectadas con viroidessguencuentran en un nivel de plaga
cuarentenaria o no reportados, podrian ser unariesguanto a la fuga de este material
hacia plantaciones comerciales. Una alternativatdre la necesidad de disponer de
controles positivos de material infectado, es labetacion de controles positivos
sintéticos, es decir, transcriptos monoméricos dkrjglad positiva no infectivos,
reconstruidos a partir de plasmidos recombinantes mantienen inserto el genoma
total del patégeno (Apariciet al, 2009; Loconsolest al, 2009). Estos controles
positivos reconstruidos podrian adoptar ciertaslitiiees al ARN viroide infectivo
alojado en una planta inoculada, en cuanto a ndawdlielectroforética y posibles
interacciones moleculares con factores del hospe®ara asemejar estas condiciones,
los transcriptos sintetizados son combinados coN ARraido de una planta sana. Esta
composicion se define conspike control spike sampleBadieeet al, 2003).

La Citricultura en el Uruguay.

La cadena citricola de Uruguay mantiene como eslafidial la produccion de
material replicativo para la generacion de plastingertados en viveros mediante
propagacion vegetativa de plantas madres seleddsnaEste componente es
fundamental en la posterior fase agraria de plaraenanejo, cosecha de la fruta,
procesos industriales y exportacion. La producdiitricola nacional entre los afios
2004-2008 mantuvo un promedio de 288 mil tonelaglatse naranjas, mandarinas,
limones y pomelos. La superficie del territorio ioaal que ocupa el rubro citricola es
de 20 mil ha, con una superficie efectiva de 16]heny 7.2X10 plantas, de las cuales,
un 81,5% estan en produccion, segun las estimaciolee la Encuesta Citricola
Primavera 2009 (MGAP-DIEA). En Uruguay, segun témwsi de superficie, escala de
produccion y especificidad de las variedades ad@és, se diferencian dos zonas
productoras de citricos: la zona Norte que estapoesta principalmente por los
departamentos de Rio Negro, Paysandu y Salto, csiesth zona la mas extensa
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(cobertura del 84% de la superficie citricola). Bwwo lado, la zona Sur, posee el resto
de la superficie cultivada y se compone fundamergate por los departamentos de
Soriano, San José, Canelones, Montevideo y Col@nano, 2003). En cuanto a la

exportacion de fruta citrica en la actualidad, lama representa el 48% del total de la
produccion. Se observa que los productos citrimsndyor demanda o valoracion
internacional son naranjas, mandarinas-clementimasnes y jugos concentrados, con
un porcentaje de volumen fisico de 55%, 32%,11%% respectivamente. Los

principales destinos de exportacion para los progucitricos de Uruguay son Holanda,
Reino Unido, Espaia, Italia y Rusia (Bruno, 200€@pbe destacar las actuales
negociaciones para lograr el acceso de productngosi Uruguayos al mercado

Estadounidense. A principios de 2009, el Gabineteld®tivo incorpord a la Cadena
Citricola como rubro de gran valor e interés s@onomico nacional, manteniendo y
potenciando el respaldo gubernamental para su rd#sarPor otro lado, con la

aprobacion de las autoridades del MGAP se decididhzar en la elaboracion de un
Plan Estratégico para el Sector Citricola que yeluna propuesta de nuevo disefio

institucional.

Antecedentes generales de viroides citricos en Unuay y distribucion

en la region.

Las plantaciones citricolas comerciales en Urughagta la década de los 40, se
encontraban injertadas sobre un patron de naramargw Citrus aurantiumL.),
variedad citrica tolerante a viroides. Sin embal@ajparicion de razas severas del virus
de la tristeza de los citrico€TV) generé una pandemia a nivel mundial afectando
variedades citricas injertadas sobre este porttnjeatalogado como susceptible a este
virus), provocando la muerte de millones de plagtasbligando a la sustitucién de
naranjo amargo por variedades alternativas quespartaran de manera tolerante a
CTV (Bar-Joseplet al, 1989). De esta manera, aproximadamente el 90Rsdadantas
citricas nacionales, se establecieron con el paddmcirus trifoliata L. Raf y sus
hibridos (Citrange), los cuales son variedadesrantes aCTV pero altamente
susceptibles a las infecciones por viroides. Lepagacion de material infectado con
viroides que logré escapar al Programa de Sanetondn la época, la replicacion
clonal no autorizada que practican algunos prodesty la contaminacion entre plantas
por herramientas de poda en montes en producciderntieé una importante
diseminacién de los viroides en al area citric@dJduguay.
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En Uruguay, han sido reportadas cuatro especiedgrdigles citricos CEVd,
CBLVd, HSVd y CDVjdco-infectando diferentes variedadesQigus sp Los aislados
se obtuvieron mediante un relevamiento de plamasiacnacionales de las zonas de
Paysandu, Salto, Canelones y San José. Este rhaberimdexado en cidro Etrog y
analizado mediante sSPAGE e hibridaciones Dot / [8taity Northern blot confirmando
la presencia de estos viroides. Sin embargo, egunande las muestras analizadas se
diagnostico el viroide del agrietamiento de la enatde los citricoxQBCVdJ (Pagliano
et al, 1998; Paglian@t al, 2000a). Por otro lado, el diagnostico@€d-VI (ex CVd-
09 y CVd-Vno ha sido hasta el momento ejecutado, ya que espeecies de viroides
fueron reportadas recientemente a nivel internatipmo se disponia de la informacién
necesaria para ejecutar los analisis. En la regidncipalmente en los paises que
limitan con Uruguay, el reporte de viroides citdamantiene la misma tendencia que
los informes de distribucion presentados por Paglet al. (2000a). En el estado de
Sao Pablo, Brasil, se detectd con técnicas molexull presencia de los viroides
CEVd HSVdy CDVd en bloques de plantas madres de categoria fumdaSid
embargo, no se evidencioé la presenciZ&&Vdni CBCVd mientras que eCVd-VIno
fue analizado. Por otro lado, resultados simildieson reportados en Concordia,
Argentina, en donde se reportaron los viroi@#svd, HSVdy CDVd en diferentes
variedades citricas de la region mediante herraasemoleculares, sin ser analizado el
CVd-VIni detectados los viroidé3BLVdy CBCVd para estos ultimos, su presencia no
puede ser descartada en Argentina ya que las rasieddr material vegetal ensayado
comprenden un numero muy reducido de plantas, lades no corresponden
representativamente a una muestra de material pocéifiataet al, 2002). Reportes
recientes de Brasil indican que el andlisis derksgncia del viroideCVd-V en 15
muestras de diferentes variedades citricas pravmsiale plantaciones comerciales no
detectd la presencia de este viroide (Serra 2G08b).

Programa de Cuarentena, Saneamiento y Certificacion de

germoplasma citrico

Aspectos generales y estado actual en Uruguay.

Los problemas sanitarios causados por virus, \@ig bacterias, junto con las
exigencias fitosanitarias de los mercados compeagdran obligado a las autoridades

responsables, en paises de importancia citricolagdesarrollar Programas de
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Saneamiento, Cuarentena y Certificacion para ldym@ién de plantas libres de estos
patdgenos. Los Programas de Certificacion de cofirestan disefiados para avalar la
incorporacion de plantas sanas de alto potenciaétg® en cultivares productivos,
siendo este un paso primordial para un Program&aeejo Integrado de Plagas
(Integrated Pest Managemeli®M-), basado en algunas instancias, en el comleol
patdgenos conocidos transmitidos por injei®TPs por sus siglas en inglés). Los
componentes fundamentales de un Programa de Caridh de citricos, segun Lee
(2009) son: i)Programa de Cuarentenamecanismo encargado de desarrollar los
analisis correspondientes para la introduccionrsede material vegetal proveniente de
areas exoticas (en especial de areas de alto yiddggermoplasma exético es necesario
para los Programas de Mejoramiento de citricogjugaincorporan nuevos caracteres de
importancia agrondmica en variedades nacionalesmpartacion de nuevas yemas y
varetas de especies hibridas para instalacion amagiones nacionales, obliga un
transito continuo de material vegetal foraneoPii)grama de Saneamientse basa en
las pruebas y tratamientos que conducen a la pcaniude material libre de patdogenos
en base a germoplasma nacional. La seleccidon dedades particulares con buenos
rendimientos y comportamientos favorables a coades climéticas locales, son la
fuente original de material vegetal para saneamign$u posterior aprovechamiento.
Los arboles seleccionados de fuentes locales speadas mediante técnicas de
microinjerto de apices caulinargsvitro o embrionia nucelar. Posteriormente, el estado
sanitario del material vegetal es testado con atanhdicadoras y herramientas
moleculares diagndsticas de alta sensibilidad Yfiaoitidad. Finalmente, las plantas
saneadas y chequeadas por este programa y reubhmada material de origen en los
bloques fundacién, necesitan de pruebas diagnésteaurrentes para comprobar si
permanecen libres de patégenos transmisibles pgartan iii) Programa de
Certificacion tiene como objetivo garantizar el estatus geodtisanitario del material
propagativo que es liberado a través de los vivdtb$rograma de Certificacion se
encarga de la distribucion del material vegetalelide patégenos que fue originado
desde los programas de Cuarentena y de Saneamierda. vez, ejecuta ensayos
diagnésticos para certificar que patdgenos tranBlesspor injerto no acompaifan las
variedades y cultivares liberados. Estos ensayagdsticos se limitan a los materiales
de propagacion de los bloques fundaciéon primarrosegidos (PPFB), debido a que,
segun las herramientas diagndsticas disponiblegidmpos de obtencién de resultados

y los costos, es improbable realizar un tamizajdw@sta de viroides en componentes
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secundarios de los Programas de Certificacion (igegle multiplicaciéon y bloques de
plantas de vivero certificadas).

En Uruguay, la Direccion General de Servicios Agles (DGSSAA) es el
programa del M.G.A.P reconocido como organizaciéacional de proteccion
fitosanitaria. En esta organizacion, los Labora®rBioldgicos de la Division de
Andlisis y Diagndstico son los encargados de realizs ensayos para la intercepcion
de virus y viroides (cuarentenarios regulados yentanarios no regulados) en material
propagativo de importacion. A su vez, vigilan dhds fitosanitario de los bloques que
componen el Programa de Certificacion. En nuesdiie pl Programa de Certificacion
citrica no esta operativo, sin embargo, los aspedale Vvigilancia de plagas
cuarentenarias estan vigentes a nivel de introdocde germoplasma con fines de
regeneracion de variedades citricas. Los viroideEas, no aparecen en las listas de
plagas reguladas por la DGSSAA, por lo que no lheynorma establecida para estos
agentes infecciosos en las regulaciones vigentes. eBibargo, se ha relevado
informacion sobre la presencia de viroides en d@ranarios (progenies derivadas de
las variedades microinjertadas que conforman edjiBdd-undacion Primario) mediante
indexaje biolégico con planta bioamplificadora, oo en cuenta un nivel de
tolerancia de 0% (Ing. Agr. Jacques Borde, Depatdon de Mejora Fitosanitaria,
DGSSAA, com.pers) Cabe destacar los esfuerzos conjuntos entre laistm
Honoraria Nacional del Plan Citricola (CHNPC), I[aGESAA-MGAP, INASE,
Facultad de Agronomia-UdelaR e INIA para la implataeion de un Plan de
Saneamiento de Material de Propagacion Vegetal & renovacion-ampliacion del
Bloque Fundacion Primario Protegido. Este objefiwd planteado para 2010-2012, el

cual da origen a la recomposicion del Programaetéficacion Citricola en Uruguay.

En paises como Espafa (Valencia), Francia (Corcégha (Campania) EUA
(Texas, Florida y Arizona), México, Israel, Chidapon y Australia, se mantiene a los
cultivos citricolas como rubro de interés sociorggnico. Estos paises poseen
normativas que han incluido a los viroides com@ganos regulados, por ejemplo, la
NRMF N°16 de paises miembros de la NAPPO-México/HNAPPO, 2008), el
Programa de Mejoramiento de Variedades Citricapafizs (CVIPS)(Navarret al,
2002), el Programa de Certificacion y Registro dedds, Israel (CRCP), el Programa
de Proteccion Clonal de Citrus, California (CCP®Pagnek, 2009), el Programa de
Certificacion y Sistema de Viveros libres de vidisides (VFNS), China (Su, 2008) y
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el Programa de Certifcacion de plantas citricasMi&FF-NIFTS, Japdn, entre otros.
Estos paises realizan chequeos sistematicos d&PleB y aplican medidas preventivas
de control basadas en la utilizacion de materiaprdgpagacion libre de estos agentes
infecciosos. En Uruguay, es necesaria la reactwagi buen funcionamiento del
Programa de Saneamiento y Certificacion, Sistem@asCdarentena rigurosos con
métodos de deteccién que presenten elevada sataibidonfiabilidad y el monitoreo
fitosanitario permanente de las plantas en viveom ¢écnicas biotecnoldgicas
novedosas de diagnostico que puedan ser implenaantaptimizadas e incorporadas en

los ensayos rutinarios para la deteccion de viside
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Objetivo General.

Implementar un método de diagnostico molecular p@saviroides citricosCBCVdy

CVd-VI en variedades citricas en producciébn a campo,dbasm hibridaciones
moleculares Northern blot con sondas ADNc marcadasdigoxigenina, factible a ser
incorporado en acciones de mejora FitosanitariatifiCacion y Cuarentena de Citrus

en Uruguay.
Objetivos Especificos

* Obtener un método eficiente para la extraccion B& Aiiroide a partir

de tejido especifico de variedades citricas a campo

» Ajustar la técnica PCR y RT-PCR para la recuperagi@mplificacion
del genoma viroide completo, a partir de plasmidasombinantes y

ARN de planta indicadora.

* Obtener sondas marcadas no-radioactivas (digoxiggpior PCR para el

diagndéstico d€BCVdy CVd-VIimediante hibridacion molecular.

* Implementar la metodologia de diagnéstico molecutmnsible,
especifica y confiable basada en hibridacionesheant blot dirigida a
los viroidesCBCVdy CVd-Videscrita por Murci&t al.,2009.

» Evaluar para las condiciones locales de andlisisrebpuesta de la
herramienta molecular Northern blot en cuanto atlnde sensibilidad,

especificidad y confiabilidad de la técnica.

* Relevar plantas a campo de diferentes variedademas citricolas de
Uruguay, con la finalidad de diagnosticar, mediarée técnica
implementada, la presencia/ausenci&&CVdy CVd-Vlen el territorio

nacional.
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Materiales y Métodos

Material vegetal

Plantas indicadoras cidro Etrog.

El material vegetal huésped conteniendo aisladoslifigentes especies de
viroides, se obtuvo mediante la generacion de @aimdicadoras del clon cidro
Arizona Etrog 861-S1Q. medicaL) var. Etrog Engl.) injertado sobre limon rugdsh
jambhiri Lush). Estas plantas se inocularon por injerto de esteudon yemas o
cortezas de plantas (infectadas) colectadas a cgrspamantuvieron bajo condiciones
controladas, con una temperatura entre 28°C-32f@operiodos de 16 horas de luz.
Por otro lado, se utilizaron cidros del banco demgglasma del Laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Agronomia, los es@ontenian aislados de distintas
especies de viroideJdbla 1). Se obtuvieron aislamientos de viroides provde®ie
la Direccion General de Servicios Agricolas (DGS$Adidos por el Ing.Agr. J.
Borde, asi como del Instituto Nacional de Invegligaes Agropecuarias (INIA) Salto
Grande facilitados por la Ing.Agr. A. Bertalmio. l@wles positivos provenientes del
Instituto Valenciano de Investigaciones AgraridglAl), Espafa fueron cedidos por la
Dra. Nuria Duran-Vila.

Tabla 1. Coleccién de material de referencia de plantdgcauloras cidro Etrog y plantas colectadas a campo,

indicando las especies viroides que las infectntgcnica diagndstica empleada.

Cédigo de la muestra

Infeccidn viroide

Referencia

Cidro sano

Cidro CEVd-17
Cidro CBLVJES
Cidro 008

Cidro 161

Cidro 152B

Cidro LE.1FAg
Cidro 804

Cidro $370

Cidro AM1
1124-5IVIA
Limoén K395
Limén PE390
Limén FB380
Naranjo PEWNQ2
Naranjo PEVWNO4
Naranjo PEWWNO1
Pomelo CDL0O70
Limén CDL384

Sin infeccién 125

CEVd 1-25

CBLVvd 24

HS Vd 1-2-3-4

HSVd -2, CDVd 125

HSVd 7-2-54

CBCVd 2

CBCVd 7235

CEVd 1-3-4--5 B CD Vd 7-3-4--5

CEVd 1345 HSVd -4 CDVd 1-7-45
CEVd 24 CBLVd 24, HSVd 24 CDVd 24
CEVd 723 HSVd 2, CDVd 2
CEVd? CBiLVd?: HSVd? CDVd?
HSVd 2

CEVd2 CBLVd? HSVdZ CDVd?
CBLVd?2 HSVd?

Sin infeccion -2

Sin infeccidn -2

Sin infeccion 1-2-3

Com.pers J. Borde y este estudio
Com.pers J. Borde y este estudio
Este estudio

Pagliano et al, 2002b y este estudio
Este estudio

Pagliano et ai, 2002b y este estudio
Este estudio

Com.pers J. Borde y este estudio
Pagliano et ai, 2002b y este estudio
Pagliano et ai, 2002b y este estudio
Com.pers Nuria Duran-Vila y este estudio
Umanfa et al, 2010 y este estudio
Umafia et al, 2010 y este estudio
Umafa et al, 2010 y este estudio
Umanfa et al, 2010 y este estudio
Umanfa et al, 2010 y este estudio
Umafia et al, 2010 y este estudio
Umafia et al, 2010 y este estudio
Umanfa et al, 2010 y este estudio

! RT-PCR con cebadores especificos

2 Northern Blot con sondas especificas

2 Dot Blot/Slot Blot con sondas especificas

4 sPAGE

% Diagnostico biologico mediante sintomatologia en cidro Etrog
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Variedades citricas de plantaciones comerciales

Se colectaron 84 muestras entre las variedades |®d@ter ruby, Duncan y
Marsh seedless, Naranjo dulce Washington Navel lgri¢éa late, Mandarina comun,
Murcott, Satsuma y Ellendale; Limén Lisbon, KumquBlaranja trifoliaday C.
volkamerianalocalizadas en plantaciones comerciales, estaxierperimentales y de
fincas particulares distribuidas en los departaosee Canelones, Montevideo, San
José, Colonia, Rio Negro y Salto (VEabla.3 y Figura.14). Los arboles relevados
abarcan entre plantas jovenes hasta plantas déo#0de edad (en su mayoria), todos
injertados sobrd?oncirus trifoliata, el cual presentaba o no sintomatologia tipica de

enanismo y/o descascarado del portainjerto.

Plasmidos recombinantes

El plasmido vector utilizado fue el pCR2.1 (Invgenm”) conteniendo como
inserto la secuencia del genoma total del vir@@CVd(TS47) o del viroideCVd-VI
(S10S ElLabb), los cuales fueron cedidos por elT&kao Ito del Kichinotsu Citrus
Research Station, Nacional Institute of Fruit TBmences (NIFTS), Japon. Por otro
lado, los plasmidos vector pGEN-Easy (Promega) recombinantes conteniendo: el
genoma completo del viroide CEVd (clon 054.11), @D@CDVd lll), CBLVd HSVd
CDVd ademés de los productos RT-PCR, estaban dispsnén el Laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Agronomia, UdeR&j(iancet al, 1998 y 2000b).

Transformacion de células E. coli quimio o electrocompetentes con
plasmidos recombinantes pCR2.1TS4.7 / pCR2.1S109.Bbb

Obtencion de células competentes.

La obtencién de células. coli guimiocompetentes de la cepa DuiSe realizd
mediante el método de cloruro de rubidio segundscdbe Pagliano (2000b). Las
células electrocompetentes se indujeron incuban®Y°& (en agitacion) 5mL de
cultivo fresco de la cepa DH&® en 500mL de medio Luria-Bertani (LB) hasta una
D.Oss0 de 0.5-0.8. Se incubd en hielo para detener elrorento y se concentraron las
células mediante centrifugacién a 4000 xg, 10mid°&. El pellet resultante se
resuspendio en 500mL de agua MQ estéril a 8°Cepiéerpor triplicado los pasos de

centrifugacion y resuspension hasta obtener unmerufinal de 50mL, seguido de un
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ultimo paso de centrifugaciéon a 4000 xg, 10min & 4° resuspension en 5mL de
glicerol estéril a 4°C y al 10% (v/v). Las célulss alicuotaron en tubos eppendorf

estériles de 1.5mL con %0 cada uno y se conservaron a -80°C.

Transformacion de células competentes con plasmiceombinantes.

La transformacion de los plasmidos recombinantes e#glulas
guimiocompetentes se desarrollé6 segun el protodekrripto por Sambroockt al.
(1989). En el caso de transformacion de célulastrelsompetentes, un volumen de
50mL de células fueron transformadas medianteitacedde 75ng de ADN plasmidico,
conteniendo el inserto del genoma totalGRCVdo CVd-VIL La mezcla se transfirio a
una cubeta de vidrio (2mm) del electroporador (Bdpef North America) y se aplico
un pulso de 2000V durante 4 milisegundos en mégubeariota. Inmediatamente se
agregé 1mL de medio LB y se incub6 1.5 horas a 3tiGubos de vidrio, luego se
colectaron las células por centrifugacion a 40001xgin y se resuspendio en 100de
LB. La seleccion de colonias transformadas sez@alor el método convencional de
complementacion. La suspension de células transfitesise plaqued sobre medio de
cultivo LB-Agar previamente preparado con fD@e ampicilina (10mg/mL), 2@ de
X-Gal (50ug/mL) y 100L de IPTG (20mgiL) para la seleccion de recombinantes. La
purificacion de ADN plasmidico (minipreps) se redlimediante el kit High Pure
Plasmid Isolation (Roche Molecular Biochemicals)logs procedimientos fueron
llevados a cabo segun el manual de uso. Se verdio® los clones obtenidos
mantuvieran la secuencia completa del genoma devitogles CBCVdy CVd-VI

mediante amplificacién por PCR con cebadores efpexi

Colecta de material vegetal de cidros inoculados plantas de campo

de diferentes variedades citricas

Para el caso de plantas de cidro infectado expiesaimtomas tipicos de
etiologia viroide se colectaron hojas y/o cortegaainas. En el caso de plantas citricas
de campo, se muestrearon varas de 50 cm de largamdes con 0,1-1cm de diametro
de varidedades citricas. Hasta su posterior prates#o (obtencion de la corteza de las
ramas) el material vegetal se almacendé a 4°C. Tdawdejidos vegetales fueron
pulverizados con Nliquido mediante ummixer doméstico (Ufesd) modificado y la
cantidad de material reducido a polvo utilizada@ada tipo de extraccion se estandarizé

a 5 gramos, ajustandose los volimenes de reactgus el caso.
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Métodos de Extraccion de ARN

i) Método de extraccion viroide convencional (EVC)

Este método fue disefiado para la obtencion de evadd titulo de viroide de
material vegetal especifico (Semanetkal, 1975). El tejido pulverizado (5 gramos) se
homogenizé en medio de extraccion (0.4M Tris-H®, §9; 1% (w/v) SDS; 5 mM
EDTA, pH 7.0; 2% (v/iv) mercaptoetanol) junto candl saturado en agua a pH
neutro, en una relacion 1:1:3. La homogenizaciém facilitada con intervalos de
agitacion en vortex (15s de agitacion / 1min desep por triplicado). Se centrifugd a
8.000 xg durante 20 minutos (4°C) y se recolectéda acuosa estimando su volumen.
Se agreg0 a esta fase, un décimo del volumen dataade sodio 3M, pH 55y 3
voliumenes de etanol absoluto frio. Se incubd 1 he20°C (la precipitacion de acidos
nucleicos totales es evidente por floculacion dsolacion) y se centrifugd a 8.000 xg
durante 20 minutos (4°C). Se secO el precipitadteraperatura ambiente y se
resuspendio en 1.5mL de medio de resuspension TKNL1OmM Tris-HCI, pH 7.4;
10mM KCI; 0.1mM MgC}). EI resuspendido se colocé en tubos de didlisis
(Sigma® Aldrich 33mm, membrana de celulosa commée de moléculas de més de
12.400 P.M). Se dializé en medio TKM 1X duranteat¢éal noche a 4°C en agitacion. La
preparacion dializada fue sometida a una partieidr2M LiCl y se incubd 4 horas a
4°C. Posteriormente se centrifug6 a 8.000 xg derdft minutos para separar la
fraccion soluble en Litio (los viroides de la fammiPospiviroidaeson solubles en LiCl
2M). Al sobrenadante recuperado se le agregaraiBnenes de etanol absoluto frio y
se incubd 1 hora a -20°C para precipitar y coneemtis acidos nucleicos. Por altimo,
se centrifugd la solucion (8.000 xg, 20min) y ekgipitado se secé a temperatura
ambiente y se resuspendio en0de TKM 1X.

ii) Método Fenol / Tiocianato de guanidina (FTG)

El protocolo empleado se basd en los pasos deseripr Chomczynski y
Sacchi (1987). El tejido pulverizado (5 gramoshemogeneiz6 en el reactivo TriPire
(Roché") facilitado con intervalos de agitaciéon en vor{éss de agitacion / 1min de
reposo, por triplicado). Se clarificd el homogenédiz por centrifugacién a 12000 xg,
4°C durante 10min, se recuperd el sobrenadante separaron las fases con
cloroformo. EI ARN fue aislado de la fase acuosadiarge precipitacion con

isopropanol, lavado con etanol 75% y resuspendidg0@ulL de HO MQ.
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iil) Método SDS/Acetato de Potasio (SAP)

El método descripto por Cafizares al. (1998) fue desarrollado con algunas
modificaciones. Se homogenizaron 5 gramos de tgjdlverizado en tampén de
extraccion (0.1 M Tris—HCI, pH 8.9; 50 mM EDTA; 0.8 NaCl; 25 mM
mercaptoetanol) facilitado con intervalos de agia@n vortex. La solucion resultante
fue tratada con SDS 20% (pH 7.2) e incubada a @hit@nte 20min. Posteriormente se
adicioné acetato de potasio 5M (pH 7.5) y se incB@din en hielo. La separaciéon de
fases se realizé mediante centrifugacion (15 mih2800 xg, 4°C); se colecto el
sobrenadante y se agregaron voliumenes iguales alsaucion PEG 20%-NaCl 1M
manteniendo en reposo durante lhora a 4°C, seggidma centrifugacion (15 min a
12000 xg, 4°C) con el fin de precipitar los ARNsal® peso molecular y recuperar en
el sobrenadante los ARNs pequefios. Por ultimoazdeuna precipitacion y limpieza
de los acidos nucleicos durante 1 hora a -20°C2cbrvolumenes de etanol absoluto
frio, centrifugacion por 5 min a 7500 xg, secadopdecipitado a temperatura ambiente
y resuspension en 3@l de HO MQ.

iv) Método Formaldehido/SSC (FS)

Se desarrollé por el Centro Internacional de laapagra el diagndstico molecular del
viroide ahusado de la papB3TVd (International Potato Center, 1997) y aplicado en
este estudio para el diagnostico de viroides e@itast Se agregé 2mL de tampdn de
extraccion (5X SSC / 18.5% formaldehido) por cadang de tejido pulverizado (5
gramos). Se homogeniz6 la solucién, mediante agitaen vortex, con 0.5 volimenes
de fenol saturado en agua (pH 7.0) y 0.5 volumeieesloroformo. La separacion de
fases se obtuvo por centrifugacion a 5000 xg dard&min a 4°C. Se colecto el
sobrenadante y se precipitaron los acidos nucletoosisopropanol manteniendo la
solucién 1 hora a -20°C. Posteriormente se cegtif80min a 3000 xg, 4°C.), se lavd
el pellet con etanol 75% y se resuspendi6é enud0fle HO MQ.

Cuantificacion de Acidos Nucleicos.

ADN plasmidico, sondas marcadas, transcriptos momoicos (ARNc) y ARN

total.

La concentracion de ADNp, sondas-DIG, ARNc, ARNiakate hojas de cidro y

ARN de tejido del floema de plantas a campo fueida&gor espectrofotometria UV
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visible. La aplicacién directa de un micro-volundituido de muestra en el lector del
equipo NanoDrop “Termo Scientific 1000, fue sufiste para obtener la concentracion
de ADN y ARN en ngiL. El médulo de acidos nucleicos del software projmo los
coeficientes 260/280nm y 260/230nm. Se considesdgjwalor 6ptimo (indicador de
pureza), para ARN es 1.9 y ADN 1.8 (Manchester5).99

Transcripcion reversa (RT) y amplificacion por reacion de

polimerizacion en cadena (PCR).

Con las extracciones de ARN obtenidas mediantanié®dos propuestos, se
desarrollaron ensayos de transcripcion reversa giioma viroide (secuencia
completa).Todas las reacciones fueron ejecutadasneermociclador con gradiente

Corbett Research, modelo Palm-Cycler.

RT-PCR del viroide CEVd: Sintesis de la primera ead.

La sintesis de la primera cadena ADNc del virofdeVd se realizd por
transcripcion reversa utilizando el cebador complaiario CEVd-R1 (5'-
CCGGGGATCCCTGAAGGA-3') (Bernad y Duran-Vila, 2006tste cebador esta
dirigido a la hebra superior de la region CCR deoiLas muestras conteniendo el ARN
molde (~200ng) fueron desnaturalizadas en un pripgeso a 85°C durante 5min,
posteriormente se aplicO una temperatura de 55%Clpon junto con 1.25uM de
cebador complementario (volumen finghl, seguido de una incubacion en hielo
durante 3min. El segundo paso de reaccion sintkitipdmera cadena de ADNc viroide
mediante 50U de la enzima RevertAid™ transcriptasersa M-MuLV RNasa H
(Fermentas) en una mezcla de reaccion conteniemdpdn de reaccion 50 mM Tris—
HCI (pH 8.3), 4 mM MgCI2,50 mM KCI,10 mM DTT (Fermts), dNTPs ( 0.4mM de
cada uno) en un volumen final deyl3 con una incubacidén a temperatura Optima de
42°C durante 1 hora y seguido de un periodo detivamion enzimatica de 3min a
90°C.

RT-PCR del viroide CEVd: Sintesis de la segundaeaal

La sintesis de la segunda cadena de ADNCc viroidesyerior amplificacion, se
realiz6 mediante PCR en una mezcla (volumen firalLP conteniendo gL de
reaccion de la primera cadena, 0.5UTa® ADN polimerasa (Invitrogen®), 20 mM
Tris—HCI (pH 8.4), 50 mM KClI, 1.6 mM MgCI2, 0.2mMeddNTPs y 0.5uM de cada
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uno de los cebadores: CEVd-R1 complementario (35GGGATCCCTGAAGGA-3)

y CEVd-F1 homdélogo (5'-GGAAACCTGGAGGAAGTCG-3") (Bwxd y Duran-Vila,
2006). Los parametros para la PCR consistieromgraso de desnaturalizacion a 94°C
por 5min, seguido por 36 ciclos de 94 °C por 3@ Copor 30s, 72°C por 1min y
finalmente un paso de extension de 72°C por 5nagl{#0,2000b).

Ajuste de la amplificacion por PCR de los insertdBNc de CBCVd y CVd-VI

Se ajustaron los parametros y condiciones de la pAE&los ADNc deCBCVd
y CVd-VI mediante amplificacion con gradiente de tempeaat(B8°C a 65°C)
utilizando como ADN molde los plasmidos recombieanpCR2.1TS4.7 (genoma
completo deCBCVd y pCR2.1S10S ElLabb (genoma completo @&d-V)). Los
cebadores complementario y homoélogo utilizadosaeredccion PCR-CBCVd fueron
CVIV-CM (=) 5-GGATCCCTCTTCAGGTATGT-3' y CVIV-CP (+ 5'-
CCGGGGAAATCTCTTCAGACTC-3' respectivamente (Puchit@91). Los cebadores
utilizados para la reaccion PQGR/d-VI fueron CB3-CM (=) 5*-
ACGACAGGTGAGTTCTCCTT-3' y CB3-CP (+) 5'-
CGTCGACGAAGGCATGTGAGCT-3', complementario y hom&ogespectivamente
(Ito et al, 2001). Las condiciones finales para la polimeitza en cadena del ADNc
viroide insertado en los vectores molde para uaacién con volumen final de gb
consistio en una mezcla de reaccion con 1.3ng dd plasmidico, 0.5U dédagADN
polimerasa (Invitrogen®), 20 mM Tris—HCI (pH 8.40 mM KCI, 1.6 mM MgCI2,
0.2mM de dNTPs y 0.5uM de cada uno de los cebadsegén corresponda. Los
parametros para la PCR consistieron en un pasestetliralizacion (94°C por 5min),
36 ciclos con gradiente de temperatura (92°C, 28%C a 65°C, 20s, 72°C ,40s) y
finalmente un paso de extension de 72°C por 5mam € fin de obtener resultados
discriminantes a nivel de especificidad, en estaym se incluyeron otros plasmidos
recombinantes y productos de amplificacion de otiosides que presentan elevada
similitud de secuencia cddBCVdtal comoCEVdy conCVd-VIla especi€CDVd Los
controles discriminantes utilizados pat8CVdy CVd-VI fueron pCEVd 054.11 y
pCDVd lll respectivamente.
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Generacion de ADNc doble hebra de secuencia conapbti# genomas de los
viroides CBCVd y CVd-VI mediante RT-PCR

Para la transcripcion reversa @8CVdy CVd-VI se utilizaron los cebadores
complementarios especificos CVIV-CM (=) y CB3-CM) (respectivamente. La
reaccion de sintesis de la primera cadena se hi2gpasos: desnaturalizacion del ARN
molde (~200ng) a 90°C, 5min y 64°C por 1min juntoncl.25uM de cebador
complementario (volumen finali8), seguido por incubacion en hielo durante 3min. E
paso de sintesis de ADNc viroide se realiz6 ennuezcla de reaccion conteniendd-8
de la mezcla de desnaturalizacién, 50U de la enBmeertAid™ transcriptasa reversa
M-MuLV RNasa H (Fermentas), tampon de reaccion 50 mM Tris—HCI &), 4 mM
MgCl;, 50 mM KCI, 10 mM DTT (Fermentas), dNTPs (0.4mM chda uno) en un
volumen final de 13L, con una incubacién a 45°C por 1 hora y 3min & 9fara
terminar la reaccion. La sintesis de la segundaraadhediante PCR se disefidé con una
mezcla de reaccion que contienglL2de ADNc, 0.5U deTaq ADN polimerasa
(Invitrogerf), 20 mM Tris—HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 1.6 mM Mg£I10.2mM de
dNTPs y 0.5uM de cada uno de los cebadores comptan®y homologo detallados
en la seccion anterior, segun corresponda al wraidetectar. El ciclo térmico utilizado
en la reaccion de amplificacion fue de 94°C porrbpmra desnaturalizar la muestra,
seguido de 36 ciclos (92°C, 20s, 64°C, 20s, 72°0%),4/ finalmente un paso de
extension de 72°C por 5min. Para todos los produdtoamplificaciéon, se realizaron
analisis de movilidad electroforética en geles der@sa al 2%. Marcadores de peso
molecular 50pb (Fermentas) se utilizaron para igarifque la sintesis y amplificacion

de ADN de las reacciones PCR y RT-PCR revelenrodyztos del tamafio esperado.

Andlisis de secuencia del genoma viroidal

Los plasmidos recombinantes pCR2.1TS47 y pCR2.1ElD&b, ademas de
los clones obtenidos en este trabajo medianteftnanacion de células competentes
con estos vectores (S10S clon 1, TS47 clon 4)pfusecuenciados en dos direcciones
(cebadores M13 Fw-Rev) con un secuenciador autom&v3&l DNA Analyzers
(Applied Biosystems) para confirmar la identidadl@® insertos del genoma completo
de las especieEBCVdy CVd-VIrespectivamente. Los amplicones obtenidos por RT-
PCR utilizando los pares de cebadores CVIV-CM (EMIV-CP (+) y CB3-CM (-) /
CB3-CP (+) fueron purificados mediante lats Wizard® PCR Preps DNA Purification
Systems (Promega) y S.N.A.P™ UV-Free Gel Purifizat{invitrogen®), segun las
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instrucciones del fabricante y secuenciados en dioscciones. Las secuencias
obtenidas fueron procesadas con el programa FIintWTYDONA Sequence analysis
(Geospiza™) y ensambladas automaticamente corogigma Sequencher® 4.9 DNA
Sequence Assembly (Gene Codes Corporation). Parstemte fueron sometidas a un
andlisis de alineamiento multiple con la herrande@lustalW (BioEdit v7.0.0, Isis
Pharmaceuticals Inc) y andlisis comparativo de $asilentidad de secuencias con el
programa BLASTN 2.2.22 utilizando el algoritnbtastn del servidor NCBI (Altschul
et al, 1990).

Transcripcion in vitro del genoma total de CBCVd y CVd-VI

contenido en vectores plasmidicos.

El ADNc clonado en los plasmidos TS4.7 y S10S Hil &le utilizado para
sintetizar transcriptos monoméricos de polaridadsitpa (controles positivos
regenerados), a partir del promotd7 ARN polimerasa del vector pCR2.1
(Invitrogen®) que mantiene insertos los genomasidés de las especi€3BCVdy
CVd-VL EIl plasmido recombinante se purificO mediantekielHigh Pure Plasmid
Isolation (Roche Molecular Biochemicals) segun ilastrucciones del fabricante. Se
linearizé 1ug de ADNp con 10U de enzitdand Ill (Fermentas) en tampén R (10 mM
Tris-HCI (pH 8.5), 10 mM MgCl 2, 100 mM KCI, 0.1 mmgl BSA) a 37°C por 1 hora.
La purificacion del plasmido linearizado se reakiznd elkit Wizard® PCR Preps DNA
Purification Systems (Promega) y la transcripci@h fdagmento de ADNc viroide se
ejecuté mediante la enzini& ARN polimerasa (Promega) siguiendo las intruccsone
del fabricante. Finalmente un tratamiento con ADdNdsie desarrollado. Los
transcriptos sintetizados y purificados medianegipitaciones con etanol y acetato de
amonio (remocién de los rNTPs sin reaccionar) faenomvilizados en geles de agarosa
al 2% para confirmar su presencia. Para las hitindas Northern blot, los transcriptos
monomericos sintetizados pa@BCVdy CVd-VI fueron utilizados como controles
positivos, de manera que se elaboré una mezclaRiMcAon ARN de una planta sin
infeccién, simulando un control positivo naturalpfke control samplé (Badieeet al,
2003).

Elaboracion de sondas marcadas por PCR

El ADNc viroide de las especigSBCVdy CVd-VI fue marcado mediante la
incorporacion de digoxigenina (DIG-11-dUTP) (Rociolecular Biochemicals)
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mediante PCR (Palaciet al, 1999). La mezcla de reaccion se disefid de laesitpu
manera: se dispuso de 325pg de plasmido recombiramho ADN molde, en una
solucion con 20 mM Tris—HCI (pH 8.4), 50 mM KCI6ImM MgCI2, 0.2mM de mix
de dNTPs (GTP, CTP, ATP), 0.14mM de TTP, 0.5uM ddacuno de los cebadores
complementario y homélogo, 0.5U dag ADN polimerasa (Invitroget) y 1nmol de
digoxigenina-11-2'-deoxy-uridina-5'- trifosfato, calino-estable. ElI programa de
reaccion consistio en 94°C por 5min, 40 ciclos 9220s, 64°C, 20s, 72°C ,40s y
finalmente un paso de extension de 72°C por 5mirtafafio de los productos de
amplificacion con ADNc viroide marcado y ADNc sinarpar fueron verificados en
geles de agarosa al 1.5% mediante movilidad efecética relativa al marcador de
peso molecular 50pb (Fermentas). Hagensayos de sensibilidad y eficiencia de las
hibridaciones Northern blot con los modelos experitales Citrus Exocortis Viroid
(CEVO, Citrus Bent Leaf Viroid@BLVd, Hop Stunt Viroid HSVQ y Citrus Dwarfing
Viroid (CDVd), las sondas de cada uno de estos viroides sesdspn del Laboratorio

de Biotecnologia, Facultad de Agronomia, UdelaRglinoet al. 1998 y 2000a).

Hibridacion Molecular no isotopica con sondas marcdas DIG-11-
dUTP.

Electroforesis de ARN y transferencia a membranaforthern Blot

Para éste andlisis, el ARN extraido (alicuotas @le. Zjue corresponden a
333mg en peso fresco de tejido), se separd por lichyielectroforética (estructura
vertical con cristales 10cm x 17cm) en geles dapolamida (PAGE) al 5%, TAE 1X,
en condiciones no desnaturalizantes, durante 3shar&@0mA. La observacion del
complejo de &cidos nucleicos se logré medianteiGincon bromuro de etidio y
visualizacion en un transiluminador UV. El segmedéd gel que comprende el ARN
ribosomal 7S (movilidad electroforética aproximadia complejo viroide en estas
condiciones) fue recortado y electrotransferidd0(B8, TBE 1X durante 1.5 horas) a
membranas de Nylon cargadas positivamente (RoclpdiedipScience) (Serrat al,
2008b). Para verificar que la totalidad de los ARNsron electrotransferidos en las
condiciones descriptas, se sometié al gel reseltdat proceso de transferencia a una

tincién con nitrato de plata.
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Electroforesis de ADN y transferencia a membran&uthern blot.

Para este ensayo, los productos de PCR se mooilizar geles de agarosa al
1%, TAE 1X, se recort6 la zona de visualizaciénadebandas de tamafio esperado y se

electrotransfiri6 en membranag ddmo se detalla anteriormente.

Siembra directa de acidos nucleicos a membranast Blot.

Los ARNSs utilizados en este ensayal(Gquivalentes a 100mg en peso fresco
de tejido) fueron pretratados coplL6de formamida y 1o de 20X SSC e incubados
por 15min a 68°C (Sambrooait al, 1989). Las muestras fueron sembradas en la
membrana y secadas a temperatura ambiente. Pangaglo de eficiencia del marcaje
no radioactivo de las sondas respecto a un coAbdl plasmidico lineal marcado, los
productos fueron incubadas a 75°C por 10min sirtrggeamiento con reactivos
desnaturalizantes; sembrados en la membrana pateripo deteccion y revelado con
anti-DIG-fosfatasa alcalina y CSPD (sin prehibridacni hibridacion previa) como se
describe mas adelante.

Fijacion de los acidos nucleicos, hibridacion, detgdn y visualizacion de los
hibridos.

En todos los ensayos, las membranas con ARN y ABENsteridos, se
expusieron a un tratamiento de 70 O@bules/crh en un horno UV crosslinking
(Hoefer-Uvc500, Amersham Biosciences Corp.) pgea fos acidos nucleicos. En el
caso del método Northern blot, la prehibridacidG2f@ldurante 2 horas) y la hibridacién
(60°C toda la noche) de la membrana con los ARN®wilizados, se realiz6 en una
solucion al 50% de formamida, tampdén 5X SSC (150M&CI; 15 mM citrato de
sodio; pH 7.0) conteniendo 0.02% SDS, 0.1% N-laandosina, 2% de solucion de
Bloqueo (w/w) (Roche™) (Murciat al, 2009) y en tubos de hibridacion ubicados en
un horno Hybaid Shake 'n' Stack (Thermo Scientifie)tes del proceso de hibridacion,
las sondas marcadas no radioactivas fueron deahafaias durante 5 min a 95°C e
inmediatamente colocadas en hielo. Para estimanio®litros de sonda a utilizar por
cada 10mL de solucién de hibridacién en la incudyacon la membrana y utilizando la
concentracion de uso de la sonda (25ng/atefinida porPalacioet al, (1999), se
siguié la ecuacioén: [DIG-sonda]p de sonda/cide membrana = 25ng/énDespués
de la hibridacion, las membranas fueron lavadasn{@ie en rotacion en el horno de
hibridacién) dos veces en 2X SSC, 0.1% SDS a teatyrar ambiente por 15min y
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luego una incubacion a 60°C durante 1 hora en ah&ién de 0.1X SSC, 0.1% SDS.
Por ultimo, un lavado con tampdn (0.1M de &cidoeical 0.15M NaCl; pH 7.5; 0.3%
(v/v) Tween 20) durante 5 min a temperatura ambielh membrana se bloque6 con
solucion de bloqueo 1X (Roche™) durante 40min goatura ambiente. Los hibridos
sonda DIG-ARNvd fueron detectados con un conjugandid-DIG-fosfatasa alcalina
(Fab fragments) agregando 0.3U/mL de anticuerpanensoluciéon de bloqueo 1X. El
anticuerpo no unido a la digoxigenina fue lavadola@lenembrana y del tubo de
hibridacién con una solucion de 0.1M de acido ncaleD.15M NaCl; pH 7.5; 0.3%
(v/v) Tween 20, por duplicado durante 15min a terajpea ambiente, seguido de una
estabilizacion con tampén de detecciéon (0.1M Ti@&;H.1M NaCl, pH 9.5) por 30
min a temperatura ambiente. Finalmente, la visaeiin de los hibridos ARNvd-DIG-
Ac-AP se desarroll6 mediante la incorporacion de35®M de sustrato
quimioluminiscente CSPD (Roche™) e incubacion 30amtemperatura ambiente. Las
membranas se incubaron con placas radiogréaficas eassettede revelado (20min a
37°C). La luz visible emitida por la defosforilanidel CSPD fue retenida por la placa y
revelada por autoradiografia. Procedimientos smslale prehibridacion, hibridacion,
lavado y deteccion fueron ejecutados con ADNc feitto a membranas (Southern
blot) o sembrado directamente (Dot-blot). Las sside hibridacién producidas en los
ensayos Northern blot, Southern blot y Dot Bloterin cuantificadas por un analisis
densitomeétrico de la fotografia de la placa rewelatlizando el programa 1DScan EX
version 3.1 DEMO (Scanalytics, Inc.). Se utilizé método de correccion de ruido de
fondo packground estimado por la imagen (correccidn automatica ebminimo
pixel) o designado por un control dentro de la iemad.as intensidades de sefial fueron
reportadas en unidades relativas de intensidaeitld 8JR). Los analisis de regresion,
las pruebas las gréaficas de dispersion y de columnas fuersefididos con el programa
InfoStat© version 2008tudent.
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Resultados

Capitulo 1. Evaluacion de métodos de extraccion d&RN viroide
en referencia a herramientas moleculares de diagniiso disponibles y
caracterizacion de la técnica Northern blot en cuaio a sensibilidad y

eficiencia diagndstica en variedades citricas colatlas a campo.

Uno de los principales elementos a considerar ermdedarrollo de una
metodologia de diagndstico de plantas de campatadas con viroides mediante
técnicas moleculares es contar con un método daceikin de ARN que sea eficiente,
basado en la concentracién y alta pureza del ARBhado. Los posibles contaminantes
remanentes en la extraccion deben ser tomados emtacya que pueden afectar el
posterior resultado diagnéstico segun sea la herrdan molecular empleada. Esta
tltima condicion se evalta mediante el analisis efglectro de absorcién del ARN
obtenido y funcionalmente, mediante la observacdin productos amplificados
mediante la reaccion enzimatica RT-PCR y por eklnde sefial obtenido mediante
hibridaciones moleculares tales como Northern BloDot blot. Ademas, los tres
métodos de diagndstico mencionados pueden pregdiféeentes niveles de respuesta
analitica y sensibilidad. En la primera parte de&e espitulo se comparan cuatro
métodos de extraccibon de ARN en su efecto sobrecapacidad de detectar
presencia/ausencia del viroideEVd en plantas de limon “Lisbon” de referencia
mediante los abordajes RT-PCR, Northern blot, ylidat En la segunda parte, una vez
ajustada la mejor combinacion del método de extiacte ARN/método de deteccion,
se evalud: i) la sensibilidad (limite de detecci@® método Northern blot en la
deteccion de los viroides Citrus exocortis virolBEYVd, Citrus bent leaf viroid
(CBLVd, Hop stunt viroid SVQ y Citrus dwarfing viroid CDVd presentes
simultdneamente en una planta de Limo6n “Lisbon”i)yla eficiencia (rango de
variedades citricas para el cual el método de dstgpo es informativo) y el punto
limite de presencia/ausencizut-off) en la deteccion delSVdy CDVd en muestras de

tejidos de variedades citricas colectadas de memtgsoduccion.
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Efecto del método de extraccion de ARN en el nivefectividad diagnostica
de tres metodologias de deteccion viroide: RT-PCR\orthern blot y Dot
blot

Cuantificacion y pureza de ARN total obtenido poistintos métodos de

extraccion utilizando espectrofotometria.

Los resultados de cuantificacion del ARN total axio de plantas en
condiciones de campo mediante espectrofotometriaoDi@p mostraron que: los
mayores niveles de pureza se obtuvieron con losodust extraccion viroide
convencional (EVC) y extraccion fenol / tiocianatte guanidina (FTG) (sin
contaminacion de ADN, proteina y/o fenol), segus tmeficientes 260/280nm y
260/230nm, mostrando valores para el ARN recupedadde 1.9 a 2.0. Mientras que,
los valores de pureza de ARN obtenidos con lodest SDS/Acetato de Potasio
(SAP) y Formaldehido/SSC (FS) fueron bajos (1.3-1P®r otra parte, los valores
promedio de concentracion de ARN obtenidos por cadtodo fueron: 7650ngL
(FTG), 2330ngiL (EVC), 2400ngiL (FS) y 1217ngiL (SAP).

Efecto del método de extraccion de ARN en las téari RT-PCR, Northern
Blot y Dot blot.

En laFigura 1 se presenta un analisis comparativo de los mémel@extraccion
mediante las técnicas RT-PCR, Northern blot y Dot.l.os perfiles de productos
amplificados ADNc obtenidos a partir de RT-PCR wvitimados electroforéticamente
en geles de agarosa revelan que el genoma totalidete CEVd (371pb) fue
exitosamente recuperado y amplificado a partir égeral vegetal a campo con los
meétodos EVC y FTG (muestra 1 y 3 limon “Lisbon”dofado conCEVQ (Fig.1.A).
Para el mismo tejido infectado, las extraccione® $4S no mostraron bandas por RT-
PCR fig.1.A"). Las muestras 2 y 4 (Limon Lisbon sin infecciéa droides) no
presentaron, en ninguno de los casos, productosngdificacion. Los controles
positivos (carriles 5 y 6, cidro Etrog infectadan@®@EVdy el plasmido con el inserto
del genoma completo dEEVd respectivamente) presentaron amplicones del tamano
esperado. Globalmente, este ensayo no generé aagilines inespecificas para cada
una de las reacciones, sin embargo, es de desfaeagpara otras variedades citricas
como cidro Etrog, mandarinas y naranjas fueronlaelas amplificaciones de este tipo

(dato no mostrado). Por otro lado, se observd amad tenue de bajo peso molecular
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en el carril 8 (cidro sandsig. 1.A y 1.A"). Este amplicén no afect6 los resultados, ya
gue no presenta el tamafio molecular esperado ponéente al genoma deEVd sin

embargo compromete la fidelidad de una interprétadiagnostica.

Una particularidad de la técnica Norhern blot plradeteccion de viroides
implica que seguidamente a la migracion del ARNgefes de poliacrilamida, se
selecciona para la electrotransferencia a membraneamente la region del gel que
contenga los ARN de movilidad similar a las formamsoides tal como los que
componen el complejo ARN ribosomal 7S. En las adndes experimentales utilizadas
en este trabajo dicho complejo no fue claramenteectilo para algunos casos
(Fig.1.B). A los efectos de identifcar de forma aproximbdeegion del gel conteniendo
ARNvd, se optd por recuperar un fragmento del gel ¢prresponde desde 1cm sobre
los ARNs de bajo peso molecular del hospedero (AlRbsomal 4S y 5S) hasta 2cm
por arriba de este punto (lineas blancas d@égd..B). La hibridacion Northern Blot con
sonda CEVd-DIG para la extraccion EVC de la muesirpresenta una sefial clara y
compacta (nivel elevado de saturacion, 132 URpepildca radiograficaHg.1.B"). Por
otro lado, para las extracciones FTG, SAP y FSmdeimo tejido infectado co@EVd
no se revelaron sefiales que indiquen la preseetirdide de la exocortis para estos
métodos ensayados y para esta herramienta dedutinidmolecular (~30 UR), ya que
en ninguno de estos casos las intensidades fueagores al puntcut-off o limite de
deteccidon (~80 UR) el cual representa el dobleadaetensidad detectada en el control
negativo. El control positivo (cidro CEVd-17) prate una sefial positiva esperada. El
analisis ARN Dot blot reforz6 lo observado enHeyura 1.B', ya que la muestra
obtenida con el método EVC mostré una sefal evdpata la muestra 1 infectada
(Fig.1.C) y no se obtuvieron sefales claras con las mestrtenidas con los otros
métodos de recuperacion de ARN viroide. Sin embatgnétodo Formaldehido/SSC
presentd una leve sefial (posicionrig).1.C) y una sefal difusa de tipo arrastre (carril 3,
Fig.1.B"). Estas intensidades de sefial observadas no sopacables en cuanto a
fidelidad con la sefial emitida por el método EVCpara el control positivo cidro
CEVd-17Fig.1.D).
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Fig.1. Andlisis comparativo de diferentes métodos de
extraccion de ARN viroide mediante RT-PCR con
cebadoresCEVd Northern Blot y Dot Blot con sondas
CEVd-DIG.

Ay A'. RT-PCR paraCEVd del método EVC, FTG,
SAP y FS diluidos 1/50. Carriles 1, 3 correspondda
muestra de campo Limén K395 infectado o8&V
carriles 2 y 4 muestra Limén CDL384 sin infeccion
viroide. Carril 5, cidro Etrog infectado con CEV@;1
carril 6, ADNpCEVd 054.11, carril 8 cidro Etrog san
Carril C, control mix de reacciéon. M, marcador des@
molecular 50pb

B. Electroforesis PAGE al 5% y tincién con bromuro de
etidio de extracciones EVC, FTG, SAP y FS (los
ndmeros corresponden con el tipo de muestra dgueaf

A y A"). Carril - cidro sano, carril + cidro inféedo con
CEVd-17 (EVC). Recorte de la zona de movilidad ae |
formas viroides circular y lineal (lineas en B) gar
electrotransferencia en membranas® N posterior

hibridacion Northern Blot.

B'. Autorradiografia de hibridacién Northern Blot con
sonda CEVd-DIG de muestras transferidas de PAGE B.

C. Hibridacion Dot Blot de ARN obtenido de los
métodos EVC, FTG, SAP y FS (los numeros
corresponden con el tipo de muestra de la FiguyaBB
carril - cidro sano, carril + cidro infectado coE\?d-17,
carril C, H20.

D. Gréfica de valores de intensidad de sefial (Unidades
Relativas) obtenidas en la hibridacion Northernt Blie la
figura 1.B' contra el método de extraccion de ARN
utilizado. La linea punteada indica el limite deteaque
revela la minima sefial que se ratifica como pasiigue
representa el doble de la la intensidad relativacaletrol
negativo (C-) (ver figura 4).

Sensibilidad y eficiencia del método Northern Bloten la  deteccion

individual o de mezclas de viroides en tejido inf@ado

En una primera etapa se analizo el nivel de séidsibiy punto de saturacion
del método Northern Blot para la deteccion de losides Citrus exocortis viroid
(CEVO, Citrus bent leaf viroid@BLVd, Hop stunt viroid KISVQ y Citrus dwarfing
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viroid (CDVd) infectando una planta de limén “Lisbon” de refegia utilizando como
sonda una mezcla de los ADNc de los cuatro viroidascadores con digoxigenina.
Seguidamente, se evaluod la eficiencia de este métedl punto de presencia/ausencia o
cut offen el diagndstico de los viroid€EVdy HSVden muestras de plantas de cuatro
variedades citricas (nharanja, mandarina, limén, gom colectadas en predios
comerciales y/o estaciones experimentales, detarmdm el limite de deteccién del

método.

Sensibilidad del método para diagndstico viroide

El analisis de sensibilidad de la técnica North#at y las sondas marcadas para
el diagnostico de viroides en material vegetal @mmo Citrus limor) se presentan en
la Figura 2.A. El tejido vegetal depositado en cada pocillo @sdé los 333mg hasta los
8mg (en microliltros de ARN de g0 a 0.3uL). Las sefales producidas por la
formacion de hibridos ARNvd-ADNCcDIG, obtenidos patibridacion con una mezcla
de sondas en la misma solucion de hibridacion, naast que el limite de deteccion (la
minima concentracion de ARN objetivotarget que presenta una sefial detectable
visualmente por la técnica) es de 1513ngul0}% 1009ng (0.75L) de ARN total, en
estas condiciones se asocid a un rango de 8mg g #i2ntejido procesado, el cual
mostro sefales positivas en todos los casos d tigfiectado analizado. Sin embargo,
la muestra vegetal naranjo Washington Navel siectibn, equivalente a 57425ng de
ARN (25uL) no presentd sefial. La representacion graficebsl@iveles de saturacion
de las sefiales generadas por autoradiografia dkféasntes concentraciones de ARN
se presenta en l|kigura 2.B, mediante un analisis de regresion y una grafica de

dispersion.
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Fig.2. Analisis de sensibilidad de la técnica Northerwt plara la deteccion de los viroides en plantanapea(Citrus limor) utilizando una
mezcla de sondas ADNc marcadas con digoxigeninaudgro viroides citricos e identifcacion de losefiés de saturacion de la
autorradiagrafidd. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% deNAobtenido por EVC. El segmento de la zona de ldad viroide
(entre las lineas blancas) fué recortado pararetesisferencia a membranasyNposterior hibridacién con una mezcla de sonda¥d=
CBLVd-HSVd-CDVd-DIG y autorradiografia corresponulie (sefialado con una flecha). Carril 1 al 11, tnaekmoén Lisbon PE390
infectado con los viroide€EVd, CBLVd, HSVd, CD\Mgarga en cada pocillo de 40360, 35315, 3027022520180, 15135, 10090, 5045,
2522, 1513 y 1009 ng de ARN del floema, respecter®) carril 12, muestra sana de naranjo Washingewel PEWNO1 correspondiente

a 57425 ng de ARNB. Niveles de saturacion de la sefal de hibridacidtaeutorradiografia obtenida. Grafica de disgersi analisis de
regresion de valores de intensidad de sefial fram@nogramos de ARN o miligramos de tejido procesem base a los resultados
obtenidos de la hibridacién Northen Blot de la fg2.A. Nétese que el punto que hace referenci&dR (67425ng o 415 mg) es el control
negativo del ensayo (indicado con una flecha).

Los valores de unidades relativas de intensidacdsef@l medidos segun el
paradmetro de correccion t@ckground(control negativo del ensayo es igual a 0 UR)
mostraron que las sefiales superiores a 0 UR sadastomo detectables (2 UR a 83
UR, correspondientes a 8mg y 333mg de tejido fiessiguiendo una tendencia
positiva explicada por el modelo logaritmico y #&ual® con un indice de correlacion de
R? = 0.9781. Es decir, se pone en evidencia que &sras de intensidad de sefial
comprendidas en el rango de cantidad de ARN am@lifa tejido procesado) estan
asociados mediante un modelo logaritmico con lédashde ARN objetivo presente en

la muestra al no haberse alcanzado alin un niv&tdeacion.

Eficiencia y punto limite de presencia/ausencia aeétodo diagndéstico viroide
Northern blot en variedades citricas de campo.

La eficiencia o aplicabilidad Northern blot comorrdaenienta molecular de
diagnostico informativo en diferentes variedadés$cas colectadas en diversas regiones
del pais se estudio mediante la deteccion de lwédes CDVdy HSVd De manera
representativa, se analizaron 14 plantas de laesc@stan incluidos naranjo, limon,
mandarina y pomelo. Ademas se incluy6 en el asalisa planta sana de cidro Etrog
(control negativo) y una planta de cidro Etrog atéela corHSVd(control negativo de
CDVd dado la baja homologia entre ambos viroides). €@mndas se utilizaron
secuencias de ADNc conteniendo el genoma comp&e@Dy/d o HSVd marcadas con

digoxigenina, en forma individual.

Tal como se muestra en g 3.A, el viroide CDVd fue nitidamente detectado
en todas las muestras hibridadas con la sonda (&d-excepto una planta de
Naranjo Washington Navel (PEWNO4), una de liménstidn” (FB380) y el cidro
Etrog infectado comSVd.En cambio, el viroidéiSVd(Fig.3.B) fue detectado en todas
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las muestras analizadas con excepcién, como emabdp, de la correspondiente al
cidro Etrog sano. Considerando el analisis por ittanstria de las autorradiografias
obtenidas, se observa que los controles negatil@mdos en cada ensayo presentaron
un valor de intensidad de sefal entre 10 UR a 30 roiBntras que aquellas sefnales
consideradas positivas (presencia del viroide) pospeccion visual de la
autorradiografiaKig.3) presentaron variaciones en la cuantificacionadselial en un
rango de 62 UR a 160 URFi§.4). El punto limite ¢ut-offf de ausencia/presencia de
sefal o infeccion (segun los parametrodaekgroundestimado por la imagen) en este
experimento, basados en el criterio de que unatrauegectada debe mantener el doble
del mayor valor de la intensidad de la muestrarobnegativa (con el fin de ubicar un
intervalo de aceptacion para una sefal positivep srededor de 60 UR. De esta
manera, se puede concluir que todas las muestnasedales visualmente identificables
en la placa autorradiografica se encuentran entetvialo aceptado de identificacion,
indicando positivamente su estatus de infectadas €1 caso de las muestras PEWNO04
y FB380 (muestras 2 y 8 respectivamerigy.4) no puede asegurase, de manera
confiable, su infeccidn al presentar sefiales cmmgidades menores @it-off (~60UR)
definidas como presencia de infeccion. Lo antersaw reforzado mediante la
comparacion de miligramos de tejido procesado eexteaccion EVC (333mg como
maximo recomendado) para las muestras que mostsaeftal y la misma cantidad de

tejido procesado para las que evidencian sefidksoires a 60 UR.

ARN vircide
ARN TS

Fig.3. Ensayo de eficiencia de la técnica Northern bloa pauestras colectadas a campo. Electroforesi®ledegpoliacrilamida al 5% de los ARN

obtenidos por EVC a partir de 333mg de tejido.dginsento del gel de la zona de movilidad viroidee@ls blancas) fue recortado, electrotransferido e
hibridado con sonda marcada CDVd-DIG (A) y HSVd-D@®. A. Carril 1, Naranjo Washington Navel infectado @@BVd (PEWNO02), carril 2,
Naranjo Washington Navel (PEWNO4), carril 3 y 4nbin (K393, K395), carril 5, mandarina (GS430), i&rnaranja Valencia (PqL1S175), carril 7,
mandarina (FAgS437), carril 8, limén (FB380), dadricidro Etrog 006 infectado cdASVd B. Carril 1, ARN 1124-5IVIA conteniendo los viroides
CEVd, CBLVd, HSVd, CDVdarril 2 y 3, pomelo ( G031,G054), carril 4 yL5mo6n ( FB410, FB411), carril 6, mandarina (GS43®jril 7, limén
(PE390), carril 8, Naranjo Washington Navel (MolWINOcarril 9, cidro Etrog sano.
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Fig.4. Grafica de valores de intensidad de sefial (UnidRedativas), obtenidas en la hibridacion Northeot be la figura 3.ACDVd) y 3.B
(HSVQ en 14 plantas citricas muestreadas de montesodnqeion Las muestras 9 y 18 son los controlesthars del ensayo, las muestras
restantes pertenecen a los diferentes materiakdizados de la figura 3 (1-9 = 1-9 de la Fig. 3yA0-18 = 1-9 de la Fig.3.B). La linea
punteada superior indica el limite de corte quelala minima sefiat(t-off) que se ratifica como positiva (muestra 5) sedumiterio de que
la intensidad aceptada para una muestra infectelole epresentar una intensidad de por lo menasbé del mayor valor de la intensidad de

la muestra control negativa (muestra 9, linea @dseénferior).

Capitulo 2. Herramientas moleculares PCR vy trascripion
reversa para la sintesis y verificacion de secuems completas del
genoma deCBCVdy CVd-VI.

Reconocimiento de identidad y generacion de plasnod

recombinantes control.

Con el fin de verificar la identidad de los insertale los plasmidos
recombinantes pCR2.1TS47 y pCR2.1S10SElLabb ceddosel Dr. Takao Ito del
NIFTS, Japon, se realizo un estudio de alineamienidentidad de las secuencias
obtenidas por secuenciacion contra las secuenepartadas en el GenBank. Los
resultados obtenidos mostraron que los insertdizadas efectivamente correspondian
a los genomas completos de las especies virodkBEVdy CVd-VI (acceso en
GenBankAB054635.1y AB054602.1)respectivamente. Los plasmidos pCR2.1TS47 y
pCR2.1S10SelLabb fueron entonces utilizados paransformar células
quimiocompetentes y electrocompetente€dmli para almacenamiento y disposicion
de controles positivos en volumen. De las transémiones con el plasmido
pCR2.1TS47 se obtuvieron los clones 1, 3 y 4; masntgue con el plasmido
pCR2.1S10S se recuperaron los clones 1y 3. El AlRSMidico extraido de cada clon

fue analizado por PCR, confirmandose la preseneialod insertos mediante los
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productos de amplificacion de 286pb para el cadop@R2.1TS47 y 329pb para

pCR2.1S10S. De acuerdo a las amplificaciones p®& Y@l andlisis de alineamiento e
identidad desarrollados a partir de los resultatsecuenciacion (92% de identidad
con AB054635.1y 98% de identidad cormAB054602.1 se determind que el

pCR2.1TS47 presente en clon 4 respectivo (ahorma denominado TS47.4) y el
pCR2.1S10S presente en el clon 1 (S10S.1) poseetiveimente el genoma completo
de las especies viroid€BCVdy CVd-VI respectivamente.

Ajuste de la reaccion en cadena de la polimerasa@R)

Gradiente de temperatura

La identificacion de la temperatura de maxima agéncia en el apareamiento
de cebadores especificos en la (PCR) es un pasanéd para la amplificacion del
genoma completo de viroides a partir de ADNc mold&ha temperatura seria la
mayor a la cual no se detecten amplificacionespeaficas ni reaccion cruzada con
plasmidos recombinantes de otros viroides citridogs temperaturas ensayadas
mediante reaccion de amplificacion con gradientenitth en la temperatura de
apareamiento (entre los 58°C y 65°C) dirigido a pasmidos pCR2.1TS47 y
pCR2.1S10S, determinaron un leve descenso endasidiad de la banda con respecto
al incremento de la temperatufaig.5.A y Fig.6.A). Las muestras de plasmidos con
funciéon discriminante (ADNc viroide con secuencla elevada similitud con el
genoma de los viroides blanco de este estudio)eadps como ADN molde frente a
los cebadores dirigidos @BCVd (ADNp CEVd 054.11) yCVd-VI (ADNp CDVd IlI)
no presentaron bandas ni amplificaciones del tammélecular de 286pb ni 329pb
(carril 11 de las figuras 5.A y 6.A), de manera ikimpara los productos de PCR
igualmente discriminantes empleados como ADN maeril 12 en ambas figuras).
Se determino la temperatura Optima de reaccidonlparaspecie€BCVdy CVd-Vicon
el criterio de alta astringencia, estableciendoa6d°C las reacciones de amplificacion
con los cebadores especificos CVIV-CM (-) / CVIV-GPR y CB3-CM (-) / CB3-CP
(+) no mostraron bandas inespecificas ni amplificgpara plasmidos recombinantes
con el inserto d€EVdo CDVd, por otro lado, la estabilidad de los cebadorgsirsel

porcentaje de su conformacion@es acorde con la temperatura seleccionada.
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Ajuste de la transcripcion reversa-PCR para las egriesCBCVd y
Cvd-VL.

Abordaje primario.

Mediante los resultados obtenidos en la deterndnade la temperatura de
apareamiento de los cebadores especificos y dedacuen los datos obtenidos en el
capitulo 1 sobre los métodos de extraccion que ifEmina eficaz retrotranscripcion
del genoma viroide desde material vegetal infegtase resolvi6 ensayar las
transcripciones reversas para los viroi@&CVdy CVd-VIcon las extracciones FTG y
EVC para material cidro infectado y asi abordarntnera primaria el objetivo de
recuperar el genoma completo viroide de tejido ctaf@o. Las figuras.B y 5.C
revelaron que la muestra 804 (carril 3 y carrile$pectivamente para cada figura)
amplifico el genoma d€BCVd (286pb). Los controles positivos de reaccion PER:
plasmido pCR2.1TS47 (carril 4, Fig.5.B) y los clers4.7.1y TS47.4 (carriles 6y 7,
Fig.5.C) presentaron bandas del tamafio esperadocduiroles negativos de reaccion
RT y PCR no generaron amplicones (mix de reaccidnyRPCR sin ARN ni ADN
molde en las figuras 5.B y 5.C, carril 5). Sin engba muestras de cidro infectadas con
diferentes combinaciones de viroides (161 y 1528-@@arril 2 en 5.B y carriles 1-2 en
5.C respectivamente) presentaron bandas con uniidadwelectroforética aproximada
al tamafo del genoma ADNc deéBCVd mientras tanto, todas las transcripciones

reversas revelaron amplificaciones inespecificaglgunos casos imperceptibles.

[f?] e ] Fig.5. Ajuste de la reaccion PCR utilizando plasmidos mdzioantes con

12 3 4 5 6 7 8 91011 12 13

inserto del genoma total d8BCVd mediante reaccién con gradiente de
temperatura y RT-PCR con cebadores especificagamtilo el método de
hp— extraccién EVC o FTG en cidros Etrog infectadoA..Electroforesis de
productos PCR del plasmido pCR2.1TS4.7 con cebado¥dV-CM (-) y
CVIV-CP (+). Carriles del 2 al 9 gradiente de tenapara de 58°C a 65°C
aumentando un grado por reaccion, carril 10, mixrefecion sin ADN,
carril 11, pCEVd 054.11, carril 12, producto de #figacion CEVd
utilizado como ADN molde, carriles 1 y 13, marcadier peso molecular
286ph — |

50pb. B. Productos de RT-PCR de muestras cidro infectadastogé
EVC). Carril 1, cidro 16ISVd-CDVY, carril 2, cidro 152BKSVJ, carril

3, cidro 804 CBCVQ, carril 4, pCR2.1TS47, carril 5y 6 mix de reaaci

260pb

RT y PCR sin ARN ni ADN molde, carril 7, marcadog geso molecular
50pb.C. Productos de RT-PCR de muestras cidro infectadém(ia FTG).
Carril 1,cidro 161 KISVd-CDVJ, carril 2, cidro 006 ISV, carril 3, cidro
152B HSVd), carril 4, cidro 804¢BCVJ, carril 5, mix de reaccion RT sin
ARN, carril 6, pCR2.1TS4 clon 1, carril 7, pCR2.4T8lon 4, carril 8,
marcador de peso molecular 50pb.

286pb

260pb
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Las muestras de cidro infectado con diferentes ammimnes de viroides (S370,
AM1, 006,152B) mostraron amplificaciones con distinniveles de intensidad para la
RT-PCR frente a cebadores especificos para laaiétedeCVd-VI (Fig.6.B carriles 4,
5, 6y 7). Sin embargo, el producto de PCR que ificgoel genoma ADNc completo
del viroideCVd-VI(329 pb, carril 8) no mantuvo la misma movilidaglds amplicones
de las muestras S370, AM1, 006,152B (350 pb). Lasstnas cidro infectadas 006,
AM1, 161,152B y S370 fueron sometidas a un ensapohdrn Blot con sondas
marcadas CBCVd-DIG y CVd-VI-DIG. El material vedeaaalizado no mostro sefiales
positivas que confirmaran la presencia de las espEBCVdy CVd-Vlen este tejido
(dato no mostrado). Este analisis nos conduce leaeana evallacion de la técnica
RT-PCR hasta el punto de ajuste, tomando en cu@nta disponibilidad de material
vegetal infectado con el viroidéVd-Vly la disponibilidad de unicamente tejido cidro
infectado corCBCVd.Sin embargo, previamente, se ejecuta un analisdem¢idad de
las amplificaciones inespecificas reveladas enteri@r abordaje primario, ya que estos
amplicones pueden confundir la interpretacion deeacia/presencia del patdgeno
debido a su similitud en cuanto a peso moleculslaglo por movilidad electroforética
en soporte de agarosa comparado a un marcadosdenmbecular definido.

[°C] - Fig.6. Ajuste de la reaccion PCR utilizando plasmidos

recombinantes con inserto del genoma total de CVd-I7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

mediante reaccion con gradiente de temperatura y RT-PCR
A con cebadores especificos utilizando el método de
329pb extraccion EVC en cidros Etrog infectados. A.
Electroforesis de productos PCR del plasmido pCR2.1S10S
con cebadores CB3-CM (—) y CB3-CP (+). Carriles del 2 al

9 gradiente de temperatura de 58°C a 65°C aumentando un

grado por reaccion, carril 10, mix de reaccion sin ADN,

B carril 11, pCDVd 111, carril 12, producto de amplificacion
C'DVd utilizado como ADN molde, carriles 1y 13, marcador

de peso molecular 50pb. B. Productos de RT-PCR de

3290 juestras cidro infectadas. Carril 4, cidro S370 (CEVd-
CDVd), carril 5, cidro AM1 (CEVA-HSVd-CDVd), carril 6,
cidro 006 (HSVd), carril 7, cidro 152B (HSVd), carril 8,
pCR2.1S10S clon 1, carril 1y 2 mix de reaccion RT y PCR
sin ARN ni ADN molde, carril V, sin siembra, carril 3,

marcador de peso molecular 50pb.
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Reconocimiento de la identidad de amplificacionesspecificas obtenidas por
RT-PCR.

Los amplicones obtenidos del tejido cidro 804, 0Q62B, 161 y S370
generados por RT-PCKi¢.5.B, 5.C y 6.B fueron purificados y secuenciados en dos
direcciones con cebadores especificos CVIV-CM (EVIV-CP (+) y CB3-CM (-) /
CB3-CP (+). Las secuencias reveladas confirmaropdiante BLASTn, que el
amplicén 804 generado por RT-PCR, recuperado yesetado posee la secuencia
completa del viroideCBCVd (accesion en GenBankJ630360.1. Sin embargo,
diversas caracteristicas de identidad de secutrerian observadas para los amplicones
006 del ensayo 6.B (350pb, identidad €vid-VI pero secuencia similar al clon 1 de
pCR2.1S10S). La secuencia del fragmento amplific@d®, mostrd, segun andlisis
BLASTN, que la identidad que posee el amplicéraatel genoma completo €/d-VI
Sin embargo, mediante ensamblaje con el progrargaefeher® entre la secuencia
006 y la secuencia obtenida del clon S10S.1, seredbsuna elevada similitud
(Unicamente 8 discordancias y agrupadas en unénjed?or otro lado, un ensayo
silico con BLASTn2sequenceseveld que un alineamiento del producto PCR 006 con
el genoma completo d€Vd-VI (Accesion AB054602 presentd una cobertura de
solamente un 83%, lo contrario del alineamientoaleh S10S.1 con PCR 006 que
presentd un 99% de cobertura entre sus bases.nFoleservadas particularidades en la
identidad de secuencia del producto de S370 (dizshtconCBCVd pero secuencia
similar al clon 4 de pCR2.1TS47), el amplicon 152B0pb, identidad en un 81% con
una zona (3986pb-3733pb) de la proteina vacuolatadtamilia VPS deRicinus
communis, Accesion: XM_002519243)Y1y un 80% de identidad con una zona
(4142pb-3889pb) de una proteina predicha REpulus trichocarpa Accesion:
XM_002311329)11 El producto de PCR 161 (260pb, identidad en 4% & 83% con
las zonas 3980pb-3733pb & 002519243.% 3889pb-4124pb d¥M_002311329.1
respectivamente). Lo anterior indica que las angplifones inespecificas obtenidas
desde el material vegetal de origen 006, S370, 32B1 no pertenecen al genoma
ADNCc completo de los viroideSBCVdy CVd-Vlinfectando este tejido.

Para dilucidar los posibles acoplamientos o hiloi@@es inespecificas entre los
cebadores empleados para la amplificacion del gande CBCVd y ARN del

hospedero, basandonos en los resultados de ale@nobtenidos anteriormente, se
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realizaron diferentes analisis silico mediante ensamblaje automatico, alineamiento
multiple y simple con dos secuencias. Un ensamliaajematico (Sequencher® 4.9)
con parametros de acoplamiento del software deOdh e apareamiento y 20% de
sobrelapado, mostraron que los cebadores CVIV-CM/ (EVIV-CP (+) se logran
hibridar en la zona del ARNm que comparte la idladide los fragmentos RT-PCR
secuenciados. Se debe tomar en cuenta que estososnisebadores consiguieron
ensamblarsan silico con el genoma completo @BCVdmediante parametros de 100%
de apareamiento y 10% de sobrelapado (elevadaosigad de acoplamiento). El
alineamiento mdultiple con Clustal W indicé que lana de identidad que comparte
Populus trichocarpacon los amplicones inespecificos generados pofP&R- con
cebadores par&@BCVdse alinea con 13 de los 20-22nt que conformars adtonos
(CVIV-CM (=) / CVIV-CP (+). Lo mismo sucede con #i2 los 20-22nt para el caso de
la zona deRicinus communigue comparte identidad con el amplic&n los dos casos
las unionesn silico entre cebador y zona de identidad fueron de mahgcantinua Un
analisis Blastni2sequencesnostré que los cebadores CVIV-CM (=) / CVIV-CP (+)
hibridaron en un 88% de identidad con la acce3ibh 002519243.1zona 3986pb y
3733pb de la secuencia de Ricirmmmmunis Los ensayos anteriores indican que los
cebadores especificos podrian aparearse con zwmspecificas del ARN del hospedero

provocando amplificaciones erréaticas para la técRi€-PCR en nuestras condiciones.

Ajuste de la técnica RT-PCR.

Los ensayos RT-PCR ejecutados sobre diferentes BIRN:0 para detectar y
recuperar el genoma ADNc completo de los viro@BEVdy CVd-VIfueron ajustados
y validados. Los amplicones generados medianteciaes de transcripcion reversa
para la muestras de cidro 804, CEVd-17, LE.1FAQ,\L6idro sano se observaron en la
Figura 7.A con cebadores paf@BCVd Las muestras 804 y LE.1FAg presentaron una
banda del tamafio esperado y leves amplificaciomespecificas de bajo peso
molecular. Los cidros CEVd-17 ,161 y cidro sanopmesentaron amplicones. En la
Figura 7.B se observé que los cidros 006, 161 y cidro sanmostraron bandas que
indiquen la presencia del viroidg&vd-VL Los transcriptos monomeéricos sintetizados a
partir de ADNc de plasmidos recombinantes con stro deCBCVdy CVd-VI (ver
capitulo 3, Figura 12) del clon 4 de pCR2.1TS47 NBRS47.4) y clon 1 de
pCR2.1S10S (ARNcS10S.1) utilizados en este ensayooccontroles positivos

adicionales Kig.7.A, carril 6 y Fig.7.B, carril 5) generaron amplicones de movilidad
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electroforética esperada de manera similar quedosoles positivos de reaccion (carril
8 en 7.Ay carril 6 en 7.B).

284pb 330pb

Fig. 7.Productos de RT-PCR de muestras cidro Etrog essaidn el método EVQA. RT-PCR con cebadores paZ8CVd Carril

2, cidro 804 CBCV0, carril 3, cidro sano, carril 4, cidro CEVd-14rdl 5, cidro infectado co€BCVd(LE.1FAg), carril 6, ARNc
TS47 clon 4, carril 7, cidro 1688Vd-CDV4, carril 8, control positivo de reaccion (produd® amplificaciorCBCVdutilizado como
ADN molde), carril 9, mix de reaccion RT sin ARN k. B. RT-PCR con cebadores patd/d-VL Carril 2, cidro infectado con
HSVd(006), carril 3, cidro sano, carril 4, cidro 1BIRVd-CDV{, carril 5, ARNc S10S clon 1, carril 6, controlsitivo de reaccion
(producto de amplificacio&Vd-VI utilizado como ADN molde), carril 7, mix de rea@tiRT sin ARN molde, carril 1, marcador de

peso molecular 50pb.

Para la validacion de los productos de RT-PCR wohsdes en la figura 7.A'y
7.B se llevo a cabo una hibridacion con sondascésmes marcadas para detectar el
genoma de los viroideGBCVdy CVd-VI mediante un ensayo Southern blbig(8).
Los amplicones RT-PCR electrotransferidos a menabdanlos cidros infectados 804 y
LE.1FAg (numeral 2 y 5) mostraron sefales en lagladiografica, de igual manera
gue el ARNcTS47.4 y el control positivo de reacqidameral 6 y 8). Las reacciones de
transcripcion reversa para las muestras CEVd-1 yXfidro sano (numeral 4, 7 'y 3) no
presentaron sefiales positiv&sy(8.A). En laFigura 8.B se observé que las reacciones
de las muestras 006, 161 y cidro sano (numeralyZ3)¥no reflejaron ninguna sefnal de
hibridacion con la sond&€Vd-VIDIG. Por otro lado, se diferenciaron sefiales con
elevada intensidad en el carril numerado con 5 (ABNI0S.1) y numeral 6 (producto
de amplificaciornCVd-Vlutilizado como ADN molde).

3 5 6
— — — + +
A a B
- .

Fig.8. Southern Blot de productos de RT-PGEBCVdy CVd-VI movilizados electroforéticamente en gel de agarabal%,
electrotransferencia en membrandseNibridacion con sonda CBCVd-DIG (A) y CVd-VI-DI@®). A. Los carriles numerados con 2, 5, 4,

7, 3, 6y 8 corresponden a las muestras con elenigimero de la figura 7. Los carriles numerados con 2, 4, 3, 5y 6 cornedeo a las

muestras con el mismo nimero de la figura 7B.
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Capitulo 3. Caracterizacion de sondas marcadas DIG1-dUTP y
determinacién de parametros diagndésticos de las espies CBCVd y

CVd-VI para el andlisis de rutina en material de campo.

Elaboracion y caracterizacion de sondas molecularegara el
diagndstico deCBCVdy CVd-VI.

Eficiencia del marcaje en frio (sondas no-isotopg)a

Los productos de PCR obtenidos a partir de 325ptada uno de los plasmidos
recombinantes pCR2.1TS47 y pCR2.1S10S ElLabb seamar con digoxigenina en la
misma reaccion de amplificacion, como se observéaénigura 9 para el caso de la
sonda CBCVd-DIG. Los productos marcados (carrilgs43, presentan una movilidad
electroforética menor que el amplicon sin incorpana de DIG-11-dUTP (carril 2,
286pb). Las sondas marcadas muestran una intensigiaor que el control de reaccion
sin DIG-11-dUTP Fig.9.A). La cuantificacion aproximada mediante espectoohetria
UV del ADNc marcado del genoma completo de losidées proyectd valores de
419ng(iL y 383ng[iL para las sondas CBCVd-DIG y CVd-VI-DIG respectente. La
eficiencia del marcado de la sonda se evalu6 medianfijacion en membranas de

diferentes concentraciones de sonda marcada, clastrenismas concentraciones de

Fig. 9. SondaCBCVd marcada con DIG-11-dUTP mediante
PCR de plasmido pCR2.1TS47 diluido y ensayo deeefia
del marcaje no radioactivo respecto a un control NAD
plasmidico lineal marcadA. Electroforesis en agarosa al 1.5%
de productos de PCR con y sin sustitucion de digmina por
dTTP en el amplicén resultante. Carril 1, mix decage DIG
sin ADN molde, carril 2, sond&CBCVd control sin DIG,

carriles 3 y 4, sond@BCVdmarcada con DIG. M, marcador de

peso molecular 50ptB. Dot blot de sond&BCVd marcada

con DIG y control ADN marcado con DIG (Roche™).

ADN control con éptima eficiencia en el marcado ¢Re™).
1 2 3 4
D 5 1

M
A
286ph
10

B 5X107 -1 5X102 ng Deteccion con Ac-DIG-AP y CSPD. Diluciones de CBGVd

DIG y ADN control-DIG con Buffer de Dilucién (BD)
Sonda CBCVd-DIG

sembradas en membrana de nylon cargada positivan(@nt,
¥ 1' L4
' . . ADN control DIG

Los resultados del ensayo Dot bl&ig.9.B) muestran que la minima concentraciéon

0.5, 0.1, 0.05 ng respectivamente).

ensayada para la son@8CVd(0.05ng) mantiene una intensidad de sefial similarlg

concentracion del ADN-DIG del orden de 5Xh@. Resultados equivalentes fueron
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obtenidos para la sonda CVd-VI-DIG (dato no mostyatdo anterior demuestra que las
sonda<CBCVdy CVd-Vlelaboradas, presentaron un marcaje satisfactorooi@to a la

incorporacion de digoxigenina en el genoma competdDNCc viroide.

Determinacion de las uniones entre sondas CBCVdWdeVI frente a ADNc

de viroides citricos.

Para determinar las posibles uniones de las sohDak sintetizadas frente a
ADNc de genomas completos viroides que presenfanedies grados de similitud de
secuencia co€BCVdy CVd-VI se llevé a cabo un ensayo Southern blot con sondas
CBCVd-DIG y CVd-VI-DIG hibridadas sobre membranasegmantienen fijadas
amplificaciones doble hebra de todos los viroidésicos disponibles. El analisis
presenta, para la sonda CBCVd-DIG aplicagige los genomas totales ADNc @&Vd
CBLVd HSVvd CDVd y CVd-VI no generaron sefales significativas (19 UR en
promedio). Sin embargo son visibles leves sefadea [ps genoma€EVdy HSVd
(carriles 1y 3 de I&ig.10.A), las cuales no se comparan en intensidad caefild gue
forma el hibrido CBCVd-DIGCBCVd-ADNCc (carril 6, 160 URFig.10.A y 10.Q. Para
la sondaCVd-VIDIG aplicada a los genomas totales ADNc de losides HSVd,
CDVdy CBCVdse observan leves sefales (carriles 3, 4 y 6,q@mdo 32 UR). Sin
embargo, cuantitativamente, estas sefiales no solareis a la intensidad de la sefal
generada por la hibridacién con el gendd&d-VI (carril 5,150 URFig.10.B y 10.D)

Los amplicones tipo microsatélites, provenientdscdemosoma 2H de cebada (154pb,
carril 7) y cromosoma 3H de cebada (380pb, cajriltlizados como controles de
background,no generaron sefiales para ninguna de las sondaadas Fig.10.A y
10.B). Los resultados anteriores demuestran que lasnesiinespecificas entre las
sondas ADNcCBCVdy CVd-VI con genomas completos ADNc de algunos viroides
citricos son posibles. Sin embargo, la intensida@stos apareamientos imperfectos no
presenta la misma eficacia de union que se obsamvibs hibridos especificos de
ADNCc:sonda deCBCVdo CVd-VI Para explicar las uniones imperfectas observadas
el ensayo Southern blot se realizé un analisisilico utilizando el programa Blaat
sequenceslel servidor NCBI. Este ensayo mostro las sindkisl de secuencias entre
todos los viroides citricos, lo cual deduce losilles apareamientos imperfectos que

podrian generar las sefiales observables en laddulomes Tabla 2).
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Fig.10.Ensayo de hibridizacion de las sondas marc&®&Vdy CVd-Vifrente a diferentes productos de PCR que poseensds niveles
de similitud de secuencia y apareamiento de béseSondaCBCVd Carril 1, 2, 3, 4, 5, 6, ADNc del genoma complé&CEVd, CBLVd,
HSVd, CDVd, CVd-VI y CBCVdarril 7, EBmac623.1, carril 8, KO021B. SondaCVd-VL Carril 1, 2, 3, 4, 5, 6, ADNc del genoma

completo deCEVd, CBLVd, HSVd, CDVd, CVd-VI y CBG\¢arril, 7, EBmac623.1, carril 8, K00212.Carril MiPM 50pb.C y D.
Gréficas de valores de intensidad de sefial (U Bnidas en el ensayo Southern Blot (A y B) contralNc de los genomas de todos los
viroides citricos y dos fragmentos PCR aleatoriesvddos de cebada (EBmac623.1 y K00212). Né6tesdagintensidad de sefial generada
por los hibridos CBCVd-DIGCBCVd-ADNc y CVd-VI-DIG:CVd-VI-ADNc es mas de 3 veces el valor de intendide los genomas
ADNCc que presentan alguna hibridacién inespecifica.

Los resultados presentados enTkbla 2 revelaron que los genomas ADNc
CEVdy HSVdpresentan zonas que se alinean con el viGBEVdmanteniendo una
cobertura de 35% - 49% con una similitud superi@086. Por otro lado los genomas
CBLVd CDVdy CVd-VI presentan pequeias zonas de alineamientcC&&2\vVda lo
largo de toda su secuencia con un porcentaje deslmsreadas de 16% - 28%. El
genoma completo déVd-VIse alinea en dos grandes regiones@bivd, presentando
una cobertura del 81% pero con una similitud pdrednen estas anotaciones de un
89%. Los genomaGEVd,CBLVd HSVdy CBCVdtienen varias zonas de alineamiento
discontinuas coVd-Vldistribuidas en todo su genoma, registrando un 33%96 de
cobertura con un rango entre 80%-96% de similitudstas anotacion@ger Anexo 1J).

Lo anterior explica los resultados obtenidos efiglara 10 e indica que, a pesar de que
se observan leves sefiales para las secuencias &®RlIgunos de los viroides citricos

testados frente a las sond&BCVd y CVd-V| estas sefiales son producto de
apareamientos discontinuos a lo largo de todo mbme de la secuencia problema, lo
cual no sucede cuando las sondas ADNc son enfemntadRN conteniendo el genoma

de algunos de estos viroides, como se revela nedarde.
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Tabla 2. Andlisis de similitud entre genomas ADNc viroidesediante ensayds silico con alineamiento Blastn
2sequencesDeterminacion de los posibles apareamientos slestmdas CBCVd-DIG y CVd-VI-DIG con los
genomas ADNc completos de todos los viroides oitiSe utilizd el algoritmblastnajustado en una longitud de

7pb para el punto de origen del alineamiento.

Num. anotaciones / Num. anotaciones / Cobertura en la Promedio de

Genoma/Accesion Tamafio ; ) f
pb con sonda pb con sonda CVd- secuencia ® identidad ¢
{ secuencia problema ) CBCvd-DIG? VI-DIG 2 {CBCvdiCvd-Vl) (CBCVvd/CVd-VI)
CEVd (EU872276) 371pb 1/85pb 1/31pb, 6/13 pb 35% /52% 96% / 96%
10/ 10pb 18/8pb
CBLVd (AB054636) 328pb 9/7pb 2/56pb, 3/18pb 16% / 57% 100% / 80%
15/ 8pb
HSVd (EU872277) 301pb 1/32pb, 5/ 20pb 2 20pb, 4/12pb 49% 1 57% 90% /92%
8/9ph 171/ 8pb
CDVd (EL934031) 297pb 2/14pb 2/103pb, 1/34pb 26% /81% 96% / 89%
12/ 7pb 10/ 9pb
CVd-VI (AB054602) 329pb 4/12pb 1/329pb 28% / 100% 96% / 100%
10/ 7pb
CBCVd (AB054635) 286pb 1/288ph 3/13pb, 11/7pb 100% / 33% 100% / 96%
ISSR EBmac 623 % (sd ) 154pb sd sd sd sd
ISSR KO 2124 (sd ) 380pb sd sd sd sd

2 Es el nimero de anotaciones discontinuas y digtidéisua lo largo de la secuencia problefmaery), mostrando el promedio de los pares
de bases (pb) de los fragmentos que se alineala secuencia del genoma total@8CVdo CVd-VI(subject).

® Es el porcentaje de bases apareadas (cobert@gyregenta la secuencia problema (query) al afisezon la secuencia del genoma total
de CBCVdo CVd-VI(subjec}.

¢ Es el promedio de la similitud porcentual que pnese todas las anotaciones generadas por BLASTIa secuencia problema al
alinearse con la secuencia del genoma totalRieVdo CVd-VL

¢ Fragmentos PCR utilizados como controbdekgroundFig 10A y 10B).

Sensibilidad del diagndstico viroide especifico cdmrjido cidro Etrog
infectado.

Las hibridaciones Northern blot para el diagnéstspecifico de los viroides
CVd-Vly CBCVdfueron desarrolladas. Se ensayaron los parame&asensibilidad
paraCBCVdmediante muestras de cidro infectado, a su vereazaron analisis de
sensibilidad para&CVd-VIy CBCVdcon controles positivos artificiales reconstruidos
mediante transcripcion in vitro. En laigura 11 se expusieron los resultados de
sensibilidad obtenidos para una muestra de tefitkrtado corCBCVd ElI ARN fue
extraido y depositado en cada pocillo de formaetgente incluyendo, desde losu20
hasta los 5x1QuL de ARN (equivalente a 333mg hasta 0.12mg dedéjifectado). Las
sefiales obtenidas por hibridacion con sonda CBCM&l-Bhostraron un limite de
deteccion de la sonda en esta técnica de 2mg adémgjido infectado (0.12&=
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230ng a 0.2pL.= 115ng de ARN), para nuestras condiciones dasasdPor otro lado,
el ARN de cidro sano (333 mg de tejido o 18960 @@\BN) no presentd ninguna sefial

positiva ni ruido de fondo en la placa radiografica
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Fig.11. Analisis de sensibilidad Northern blot para muestra cidro Etrog infectada con C'BCVd. A.Electroforesis PAGE 5%, electrotransferencia e
hibridacion con sonda CBCVd-DIG. Carril 1 al 14 siembra de ARN en cantidades decrecientes correspondientes a 18380, 9190,4595, 2297, 1148,
919, 689, 459, 230, 115, 55, 28, 14, 7 ng de ARN del floema, carril (-), cidro Etrog sano (18960 ng de ARN del floema), carril (V), vacio. B.
Grafica de dispersion y analisis de regresion de valores de intensidad de sefial frente a nanogramos de ARN o miligramos de tejido de los
resultados obtenidos de la hibridacion Northen Blot del ensayo de sensibilidad de la figura 11.A. Notese que el punto que hace referencia a 0 UR

(18960 ng o0 333 mg) es el control negativo del ensayo (indicado con una flecha).

Las intensidades de la sefial expresadas en Unigadigsvas mostraron que los
valores superiores a 0 UR son tomados como detestdmediciones segun el
parametro de correccion deckground control negativo del ensayo = 0 UR). Estos
valores de intensidad se encontraron en el rangoliie a 110 UR, definiendo el limite
de deteccién como la menor cantidad en miligraneogefido que presentan una sefial
detectable (2mg a 4mg = 2 UR a 8UR). La represgmagrafica de los niveles de
saturacion de las sefiales generadas por autorafisode las diferentes concentraciones
de ARN se presentd en fgura 11.B mediante un andlisis de regresién y una grafica
de dispersién, mostrando una tendencia positiviicaxia por el modelo logaritmico y
ajustado con un indice de correlacion de=R).899. Lo anterior indica que, los valores
de intensidad de sefial que se mantienen en el rdelgdRN analizado (o tejido
procesado) estan asociados de manera logaritmitdaccantidad de ARNarget
presente en la muestra hasta no alcanzar el nwesatluracion que corresponde

aproximadamente a 83mg de tejido.
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Sensibilidad del diagndstico viroide especifico doanscriptos sintetizados del
genoma completo de Cvd-VIy CBCVd

Debido a la no disponibilidad de controles pos#ivite tejido infectado con
CVd-VI| se resolvid sintetizar y reconstruir controlesifpeos artificiales (transcriptos
monomericos polaridad positiva) partiendo de pldssicon el inserto ADNc del
genoma completo deéVd-Vly por otro lado, del genoma @BCVdpara homogeneizar
los analisis. Este material sintético no infectflilebras monoméricas de ARNcopia) de
los viroidesCVd-VIy CBCVd se utilizaron para ejecutar ensayos de sensifilida
especificidad de la técnica Northern blot con send@arcadas en frio y en las
condiciones anteriormente descritas. Los plasmimhesrizados y purificados con el
inserto del genoma completo @BCVdy CVd-VI mostraron una banda de movilidad
electroforética entre 4.2Kb (pCR2.1 + inserto). Raro lado, los transcriptos
sintetizados conT7 ARN polimerasa presentaron una movilidad electéifoa
aproximada de 500pb en polimeros organicos (pranmiatanserto-zona de restriccion)
(dato no mostrado). Los productos de la transaripcse cuantificaron por
espectrofotometria UV, obteniéndose valores de4ngBL paraCBCVdy 86.71ngiL
paraCVvd-Vi

La Figura 12 revelo la movilidad electroforética y las sefialeshibridacion de
los controles positivos reconstruidos (ARNc viroidenomérico (+) / ARN planta sana
= “spike controls” o “spiked samples”) Los resultados reflejaron que para las
concentraciones de ARNCVd-VI de 8671pg, 2890pg, 963pg y 321pg inclusive, se
observaron sefales evidentes con una intensidaseil@ entre 19 UR y 117 UR
(control negativo del ensayo = 0 UR). Sin embapggra la muestra enriquecida (con
ARNCc viroide) conteniendo 107pg, la sefial obsewasd minima (-4.3 UR). Por otro
lado, no se revelaron sefiales procedentes de laseroaciones de 35pg y 1lpg
(Fig.12.A). Las muestras enriquecidas spiked con transcriptos monoméricos ARNc
CBCVdde laFigura 12.B con concentraciones de 7384ng, 2461ng y 820ngranost
sefales Northern blot distingibles (40 UR a 115 .L8%) embargo, la muestra de 273pg
genera una leve sefal (16 UR). Por otro lado, Id&RN# enriquecidos con
concentraciones de 91pg, 30pg y 10pg no muestraguminivel de saturacion de la
placa. El limite de deteccion de las sond2ZBCVd y CVd-VI para esta técnica
molecular, con concentraciones en picogramos dsdrgptos monoméricos en nuestras

condiciones, presentd valores de 273pg y 321pg.rd@esentacion grafica del
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ensamblaje de los niveles de saturacion de lasesefiapducidas por autoradiografia de
las figuras 12.A 'y 12.B de las diferentes concerdrees de ARN€Vd-Vly CBCVd se
presentd en laFigura 12.C mediante un analisis de regresion y una gréfica de
dispersion, mostrando una tendencia positiva exgidicpor el modelo logaritmico y
ajustado con un indice de correlaciéon de=R0.899. Lo anterior, evidencia que los
valores de intensidad de sefial comprendidos eengbrde cantidad de ARNespike”
analizado (expresado en picogramos) estan asocmddsnte un modelo logaritmico
con la cantidad de ARNarget presente en la muestra hasta no alcanzar el devel

saturacion que corresponde aproximadamente a IE3AH;RNC.
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Fig.12. Analisis de sensibilidad Northern Blot de muestras control positivo de CBCVd y CVd-VI reconstruidas mediante transcripcion in vitro y
combinadas con ARN de muestras sanas. Electroforesis PAGE 5%, electrotransferencia e hibridacion con sonda CVd-VI-DIG (A) y CBCVd-DIG (B). A.
Carril 1 al 7 siembra de 1.8ug de ARN de material vegetal sano enriquecido con transcripto monomérico ('Vd-J1 en concentraciones decrecientes en
picogramos correspondientes a 8671, 2890, 963, 321, 107, 35, 11, carril (=), cidro sano (1.2X107pg de ARN). B.Carril 1 al 7 siembra de 1.8ug de ARN
de material vegetal sano enriquecido con transcripto monomérico C'BC'Vd en concentraciones decrecientes en picogramos correspondientes a 7384, 2461,
820, 273, 91, 30, 10. Carril (=), cidro sano (1.2X107pg de ARN). C. Gréfica de dispersion y analisis de regresion de valores de intensidad de sefial frente
a picogramos de transcripto de los resultados obtenidos en las hibridaciones Northen Blot de los ensayos de sensibilidad de la figura 12 A y
B. Notese que el punto que hace referencia a 0 UR (>1X10* picogramos de ARN) es el control negativo del ensayo (indicado con una
flecha).

Especificidad de las sondas CBCVd y CVd-VI frentaraiestras obtenidas a

campo.

Muestras de plantas obtenidas a campo de diferardgedades y zonas
citricolas, infectadas con diferentes combinaciomEs viroides no presentaron
apareamientos frente a las son@&CVdy CVd-VI,como se observé en Fgura 13.
Las muestras de tejido de cidro infectado con imsdesCBLVd HSvVdCDVdy CEVd
(carriles 1 al 3 respectivamente) no exhibieronalestipara ninguna de las sondas
hibridadas en las membranas A y B. Por otro ladAR& de tejido de ramas obtenidas
a campo, no evidencia sefiales positivas para cadada las sondas aplicadas en
membranas independientes (CBCVd-DIG, carriles 43lFig.13.A y CVd-VIDIG
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carriles 4 al 13Fig.13.B). Los controles positivos para este ensayo (aifextado con
CBCVdy ARN de planta sana enriquecido con ARNCc(+) @€d-VI) presentaron
sefales significativas con una intensidad de seaf@l 140 UR y 142 UR
respectivamente, frente a las intensidades deolusates de planta sana (carril 13 en A
y B, 30 UR y 22 UR respectivamente). Lo anteriandestra una elevada especificidad
de las sonda€BCVdy CVd-VI al reaccionar unicamente con los controles pasitiv
disponibles y no producir reacciones de hibridaen@specifica con muestras de tejido
gue portan diferentes especies de viroides citricsepetibilidad observada en cuanto
a la produccion de una sefial para los controlesiymsde CBCVdy CVd-Vlutilizados
en los ensayos de hibridacion fue del 100%. Esr,déei 14 membranas hibridadas y
reveladas en diferentes dias, las cuales manteoianoles positivos par@BCVdo
CVd-V| se observdé que las 14 membranas mostraron sefialvas para sus

respectivos controles.
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Fig.13.Ensayo de especificidad Northern Blot con sondasatlas CBCVd-DIG y CVd-VI-DIG frente a diferentesiestras de plantas a

A

campo.A. Carril 1, cidro infectado co@BLVd carril 2, cidro 161 infectado cd#SVdy CDVd, carril 3, cidro CEVd17 infectado c&®@EVd
carril 4, naranjo Washington Navel PEWNO02, cdrilimén K395, carril 6 Poncirus trifoliatalSGA, carril 7,C. volkameriandSGcevC,
carril 8, naranjo Valencia GS171, carril 9, mandarSatsuma DSzsat002, carril 10, mandarina com#iFBcarril 11, pomelo Mol066,

carril 12, kumquat CDLKg2, carril 13, pomelo CDLOR&No), carril 14, cidro 804 infectado cGBCVd B. carriles del 1 al 13 (igual que

en A), carril 14, transcripto monomérico contspikede CVd-VI.

Relevamiento de plantaciones citricolas en Uruguayara diagndstico
molecular deCBCVdy CVd-VI.

Se ejecutdé umuestreo exploratorio de diferentes variedadegasten zonas de
relevancia nacional. Con el criterio de ocurrerdgaeventos de infeccidon multiple en
plantas con crecimiento a campo. La colecta fuigida en su mayoria hacia arboles
gue presentaban alguna posible sintomatologigpdertioide. EI muestreo se realizé en
el mes de febrero (verano, temperatura media 2pa@ los ejemplares de Canelones;
en el mes de mayo (otofio con temperatura medid ¥&) e colectaron las muestras de
los departamentos de Montevideo, San José, RicoNe§alto. Por ultimo, en el mes

de setiembre (invierno, con temperatura media €)1 muestred la zona de Colonia
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(Fig.14). Se relevaron 6 departamentos que varian enaelogde importancia en el
rubro citricola nacional, de éstas zonas, se coz&ion un total de 84 muestras de
diferentes especies citricas para diagnosticaepogs 0 ausencia deBCVdy CVd-VI
(Tabla 3 y Anexo 2) Esta prospeccion de material vegetal aseguranomestra
representativa de plantas a nivel nacional basadosedepartamentos de importancia
citricola y la cantidad de muestras colectadaseitiNorte y Sur de Uruguay.

B Canelones ™"

Brasil ® Montevideo PE

¢ San José 1

O colonia i . . .

Fig.14 Relevamiento de plantas a campo de diferentes
¢ Rio Negro FB
O satoabcdets zonas citricolas de Uruguay. Se muestran sombreados

Unicamente los departamentos de colecta. Las larmas
superindice indican puntualmente la zona de recidle. ™
" Canelones Este y Pand5,Punta EspinilloX Kiya, ™' San
Pedro y La Areniscd? Fray Bentos® > © ® ' 9Estacion
Experimental INIA Salto Grande, Estacion Experinaént

Rio Negro .
San Antonio, Fac.Agronomia, Zona 1, Zona 2, ZoriéoBa

Argentina

4, Zona 5 respectivamente.

Colonia

=} Canelones

0 50
Kilémetros

Montevideo QOcéano Atlantico

Tabla 3. Colecta de material vegetal de diferentes zondsalis de importancia nacional para diagnésticteocutar deCBCVdy CVd-VL
Cantdad de muestras de campo para cada tipo deladriecolectada, tipo de variedad (especie) adggrtenece y zona aproximada de

colecta (ver codigos en anexo 2).

Cantidad de muestras Tipo de variedad (especie) Zonas del relevamiento
4 Pomelo Marsh Seedless (C. paradisi(L.) Osb.) Canelones n
1 Pomelo Duncan (C. paradisi (L.) Osb.) Canelones m
2 Pomelo Star ruby (C. paradisi (L.) Osb.) Colonia i
16 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis (L.} Osb) Canelones ™, Montevideo FE, San José ¥ Salto b.e.f.8
9 Naranjo Valencia Late (C. sinensis (L.) Osb) Canelones m, Colonia ', Salto ¢
8 Mandarina comin (C. deliciosa) Canelones m, Salto 2.¢.e
3 Mandarina Murcott (C. reficulata x C. sinensis) Canelones ™, Salto b.@
13 Mandarina Satsuma (C. unshii) Colonia ", Salto .7, Rio Negro F&
2 Mandarina Ellendale (C. reticulata x C. sinensis) Salto o
17 Limén Lisbon (C. fimon (L.) Burm) Canelones m Montevideo FE ,San José ¥ |, Colonia "', Rio Negro FE
2 Kumgquat (Fortunella. sp) Montevideo P&, Colonia !
3 Poncirus trifoliata Salto 2.¢
2 Citrus volkameriana Salto
2 Cidro Etrog (C. medica) Canelones

2 Estacion Experimental INIA Salto Gran8é&stacion Experimental San Antonio,Fac.Agronomzona 1, Zona 22 Zona 3, Zona

4,9 Zona 5" San PedrdLa Arenisca™ Este Pando® Kiyd. °® Punta Espinillo’® Fray Bentos.
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Diagndstico Molecular de CBCVvd y CVd-VI en material vegetal a

campo de zonas citricolas de importancia nacional.

Las 84 muestras de ARN, obtenidas por extraccio@ B¥ corteza de diferentes
cultivares y especies citricas de 6 localidadeddd, fueron diagnosticadas mediante
hibridaciones Northern blot. Las cuales no mostraiales positivas frente a cada una
de las sondas no radioactivas CBCVd-DIG y CVd-VGDIEstos resultados son
reflejados en I&igura 15, mostrando la tendencia de los posteriores tes¢gggeutados
sobre la totalidad de las plantas colectadas.

* K
- + o+
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Fig.15. Diagnostico molecular de rutina mediante hibridadiérthern blot con un cdctel de sondasGBCVdy CVd-VI frente a diferentes muestras de

plantas a campcCarril 1, cidro Etrog sano, carril 2, pomelo G088ayril 3, pomelo G052, carril 4, mandarina comUrdER carril 5, mandarina comdn
FB412, carril 6, mandarina comin FB413, carril 7asMngton Navel PEWNO1, carril 8, Washington Nak@/N05, carril 9, naranjo Valencia GS170,
carril 10, naranjo Valencia Mol167, carril 11, pd;&10l066, carril 12, transcripto monomeérico comtspikede CVd-V|, carril 13, cidro Etrog infectado

conCBCVd * ,P < 0.001 comparado con las intensidades de defiatios los resultados negativos de las 84 nasetgtstadas.

Los resultados generales reflelan que las muestdes distintas
especies/variedades de plantas citricas de laidmdalde zonas colectadas, no
presentaron reacciones de hibridacion frente a memab independientes ensayadas
con las sonda€BCVdo CVd-VI ni mediante un céctel de las mismas. De manera
similar ocurrié con el tejido sano analizado cormootml. Por otro lado, los controles
positivos para los viroideSBCVdy CVd-VIpresentan, en promedio, fuertes sefiales de
saturacion entre los 146 UR a 97 UR con las commenhes y cantidades ya antes
definidas. Estos resultados se soportaron mediardepruebd, la cual revel6 que las
intensidades de sefal de los controles positivasdies los ensayos Northern blot con
las sondasCBCVdy CVd-VI son significativamente diferentes a las intenstdade
sefal de todos los resultados negativos de las u&btnas testadas (P < 0.001). Los
resultados de las 84 muestras de campo relevadasalzadas se mantuvieron
constantes en cuanto a la no aparicion de sefiasits/ps con las sondas no isotépicas

elaboradas en este estudio, reflejando la ausda€@8CVdy CVd-ViIen los materiales
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diagnosticados por Northern blot, de las zonavaeles y en nuestras condiciones de

analisis.

Discusion.

Capitulo 1. Evaluacién de métodos de extraccién dE&RN viroide
en referencia a herramientas moleculares de diagniis disponibles y
caracterizacion de la técnica Northern blot en cuaio a sensibilidad y

eficiencia diagndstica en variedades citricas colexias a campo.

Mediante ensayos con diferentes técnicas molecuthrigidas para la deteccion
del genoma completo de viroides en variedadescaftricomerciales y utilizando
diversos protocolos de extraccion, se logra obtenenétodo eficiente de extraccion de
ARNvd. Al ejecutar hibridaciones moleculares Northkelot con sondas no radioactivas
utilizando como modelo aCEVd se obtienen resultados diagndsticos confiablea par
este método Por otro lado, la herramienta de deteccion viroMerthern blot
seleccionada por su buena respuesta diagnoOstida gon la extraccion viroide
convencional, muestra una alta sensibilidad y esfida cuando se ejecuta con sondas
de los modelos patégen@EVd, CBLVd, HSVd y CDVE#n esta seccion discutiremos
la evaluacion y seleccion de una extraccion de ARdlde como punto de partida para
un diagnostico molecular efectivo, las herramientateculares disponibles, empleadas
y acopladas con la recuperaciéon de ARNvd, el desBmpe estas técnicas de deteccion
y la caracterizacion de la aproximacién diagnostidarthern blot en cuanto a

sensibilidad y eficiencia.

Rendimiento de la extraccion de viroides: cuantifiacion y pureza.

Las extracciones de ARNvd se fundamentan en |lgpesaaion de fracciones de
bajo peso molecular del ARN total de la muestraéia fraccion se obtienen las copias
viroides necesarias para el diagnostico. Las magestijetas a extraccion provienen de
tejido especifico de la planta, esto para asedaraptima recuperacion del ARN de
origen viroidal. A partir de material vegetal dengm, se observa un buen rendimiento
en el titulo de ARN del patégeno al realizar exti@ees del tejido por donde transita el
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viroide (floema). En este sentido, resultados sireg en cidro Etrog son los expuestos
por Li et al.(1995), los cuales indican que en corteza la cureeion del viroideCEVd

es 10 veces mayor que en hojas de esta misma adri8th embargo, el tejido foliar
proporciona un elevado titulo de viroides por lasacteristicas bioamplificadoras del
genoma patdgeno que posee este hospedero sensifivatilizacion de diversos
métodos de extraccion para la recuperacion de désoien material vegetal y la
aplicacion de técnicas moleculares para su diagoosbn ejecutadas con la finalidad
de simplificar el proceso de deteccion, sin perdersensibilidad, confiabilidad y
eficiencia (Bernad y Duran-Vila, 2006; Elleueh al, 2003; Ragozzin@t al, 2004;
Nakahareaet al, 1998b). Las extracciones SAP, FTG, EVC, FS sarbas protocolos y
reactivos bastante disimiles, excepto que las aftitres aprovechan la rigurosidad del
fenol en cuanto a la ruptura de membranas celujal@semocion puntual de proteinas
en la fase oleosa. De esta manera, las concemtescide ARN derivadas en las
extracciones EVC y FS son comparables en cuanédoadbtencion de nanogramos de
ARN por cada mililitro de resuspendido. Sin embatggureza obtenida para FS decae
de manera abrupta comparada con el valor optimb,@¢coeficiente 260/280nm) que
presenta la extraccion EVC, posiblemente por léesde pasos diferenciales y de
purificacion que presenta ésta Ultima, ademas,la@usencia de homogenizaciéon y
ruptura mecanica con aparatos que podrian introdootaminaciones en la extraccion.
El ARN recuperado de la extraccion SAP muestra Vafores mas bajos en
concentracion y a su vez, una pureza deficientsibfonente por la precipitacion
diferencial con polietilenglicol (PEG) generandadidas en la recuperaciéon del ARN
del floema. Por otro lado, la ausencia de pasos apuren o discriminen los
contaminantes celulares liberados en la pulvedradel material con Nliquido,
podrian estar relacionado a los niveles de puldegaconcentracion obtenida para la
metodologia FTG es significativamente mayor queredto de las extracciones
ensayadas. Esta situacion se explica por la awuseahei pasos diferenciales para
recuperar ARN de bajo peso molecular, siendo dieada la totalidad del ARN del
hospedero. El nivel éptimo de pureza reportado pEsta técnica, se relaciona
posiblemente con las cualidades de los reactivda separacion absoluta de fases y la
inactivacion de nucleasas enddgenas mantenienohbelgridad del ARN. En general,
los niveles de pureza y concentracion obtenidoslgeométodos EVC / FTG, por un

lado, y SAP / FS por otro, se ven reflejados en resultados que arrojan las
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evallaciones de estos métodos con las herramiantsculares de deteccion
empleadas.

Efecto del método de extraccion de ARN en las técmis RT-PCR, Northern
blot y Dot blot.

Los resultados obtenidos en las transcripcione®rsas de las diferentes
extracciones de material vegetal a campo son gemamtge consistentes en cuanto a los
tipos de extraccion reportados y empleados pordaeém Duran-Vila (2006), las cuales
permiten sintetizar el ADNc viroide o en algunossasa provocar inhibiciéon. Lo
anterior, hace referencia en este trabajo a lodieanps obtenidos por los métodos
EVC / FTG y la posible inhibicion enzimatica gerdaacon FS / SAP. Sin embargo,
Bernard y Duran-Vila (2006) indica que las extrapeis SAP sin modificaciones son
idoneas para el desarrollo de RT-PCR para la déteairoide, siendo este resultado
contrario a los obtenidos en este estudio. Lo mmtpodria deberse a las diferencias en
nuestro protocolo de extraccion, las condicionesedecion aplicadas, los cebadores y
enzimas utilizadas. Por otro lado, no se reportaplificaciones inespecificas en el
ensayo presentado en la figura 1.A y 1.A' cuandwoadkrial vegetal de origen es una
variedad deCitrus limon Sin embargo, para otras variedades citricashdaslas RT-
PCR inespecificas son recurrentes, debido a lgulaedad de la técnica en la sintesis
de la primera hebra y la posterior amplificacién.fiecuente que al ejecutarse ensayos
de transcripcion reversa en diferentes variedaitdsas y con bajas temperaturas de
retrotranscripcion, ocurran anormalidades en losultados esperados, como por
ejemplo la obtencion de falsos negativos provocamwsinhibidores de la reaccion
(polisacaridos y polifenoles) (Bernard y Duran-Yi2006; Wanget al, 2008) o el
plegamiento de la estructura secundaria viroidéoamas de dificil acceso al bajar la
temperatura en la retrotranscripcion, inducientitasiones de no complementariedad o
restricciones en la union enzimatica (Navaetal, 1998). Es posible la visualizacion
de amplificaciones no especificas de alto y bagopmolecular en las RT-PCR por
causa de copias repetidastendemo debido a la transcriptasa reversa que interagtia
templados circulares. La aparicion de amplificae®mespecificas podria comprometer
la confiabilidad de los resultados (con fines désjitos), provocando una posible
interpretacion erratica de la presencia 0 ausem@aviroides en una muestra

determinada.
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Las hibridaciones Dot blot revelan la capacidacsta herramienta en detectar
hebras complementarias a la sonda dsADN-DIG apiedextracciones basadas en el
método EVC Fig.1.C) y sin la interferencia de moléculas que reacciooen ellas
provocando falsos positivos (control cidro sana). @&nbargo, en ensayos Dot blot en
condiciones de diversa rigurosidad y sin la presede agentes desnaturalizantes o
reactivos que desdoblen los complejos ribonucldefmms, se podrian obtener falsos
positivos 0 resultados visuales que confundan efprdistico (Itoet al, 2002a;
Canizarest al, 1999). Observaciones en este sentido y expupstad/enXinget al.
(2009) revelan la posibilidad de interaccioneseestindas ADN viroides con complejos
ribonucleoproteicos del hospedero, provocando esiielraticas en hibridaciones
moleculares Dot blot. Ademas, posibles complejosNARRoteinain vivo formados
entreHSVdy lectinafloem protein Aproteina mas abundante del floema) con funciones
de movilidad viroide en largas distancias dentroladglanta, fueron expuestos por
Gbémez y Pallas (2004). Estas proteinas podrianopaswna interferencia o unién de
las sondas en muestras no infectadas resueltagamiediibridaciones ARN Dot-blot.
Por otro lado, los viroides podrian sufrir modificmes en la geometria molecular de
sus motivos estructurales y potenciar interacciaoesproteinas de la planta (Rodib
al., 2006).

La técnica molecular Northern blot comprueba laacagad diagndstica de este
tipo de hibridacién aplicada a ARN obtenido poedghtes caminos metodoldgicos. Se
observan sefiales con elevada intensidad Unicarearteextraccion EVC, lo que deja
de manifiesto que la sonda CEVd-DIG se aparea naglavado titulo del viroide hasta
un punto de saturacionri@. 1.B' y 1.D). Por otro lado, queda en evidencia la menor
sensibilidad que poseen las hibridaciones moleesilan comparacion con la RT-PCR,
ya que la extraccion FTG no produce sefales compam la autorradiografia y si
revela la presencia viroide en la RT-PCR. Sin egiafda confiabilidad de las
transcripciones reversas para fines diagnosticaseesada por los resultados erraticos y
recurrentes obtenidos con otras variedades citii@gasxtraccion EVC acoplada con la
herramienta molecular Northern blot es reportadaNporcia et al. (2009) como una
técnica diagndstica confiable y robusta para l&abébdn de viroides en material de
campo, siendo estos resultados comparables a lemidbs en este apartado. Sin

embargo, ensayos de sensibilidad y eficiencia ssoutidos a continuacion para
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demostrar la capacidad diagnéstica del complejo M@hern blot en nuestras

condiciones.

Sensibilidad y eficiencia del método Northern bloen la deteccién individual

0 de mezclas de viroides en tejido infectado

La observacion de sefiales desde el volumen Opteraplicacion de la técnica
hasta el menor volumen utilizado que presente efalsvisualmente evidente,
demuestra una sensibilidad aceptable para el ditignéde viroides por esta
herramienta y en las condiciones puntuales deeesteyo. Relacionado a lo anterior, se
debe tomar en cuenta que el material utilizadoquteade condiciones naturales y no
tuvo un pasaje por un bioamplificador. Nuestraseplaciones en este apartado, para
modelos viroides citricos que no incluyerC8CVdy CVd-V], revelan deducciones
diagnésticas confiables. Estas deducciones sonrtadps mediante graficas de
dispersion y andlisis de regresion que ubican ekglimite de deteccion como el
volumen minimo utilizado que desarrolla una sei@apresencia viroide en la muestra,
comparado con el volumen e intensidad de sefalupidal por el control sand-(g.2)
(Paglianoet al, 2010a). Estos resultados son similares a losrtegos por Murciaet
al., (2009) y Mohameet al, (2009). La eficiencia del ensayo Northern bldaiasndo
la extraccion EVC es reforzada mediante las seidieidas de diferentes variedades
citricas en membranas independientes, aplicandeamda exclusiva. La obtencion de
sefales con diferentes niveles de saturaciéon indasaposibles fluctuaciones en cuanto
al titulo de viroide que permanece en materialesperados de cultivares citricolas
(Fig.3) (Paglianoet al, 2010a). Sin embargo los ensayos de sensibiligamouestran
gue con una minima cantidad de tejido se consigutiagndstico fiable y que material
infectado con baja concentracion del patdgeno ria sapaz de escapar al diagnostico
molecular. Por otro lado, la regularidad en la obiEn de resultados de
presencia/ausencia para diversos cultivares noesafectada por la variedad citrica
comercial diagnosticada, como si ocurre en el dasa RT-PCR ejecutada en nuestros
ensayos. El punto de corte o pardmetro de includéruna muestra dentro de un
resultado de ausencia o presencia del patégerdogsedefinir. Asi que, dos veces la
mayor intensidad de sefal que presenta el condgativo en el ensayo, determina el
cut-off como parametro de ausencia/presencia de viroidesurertejido vegetal
recuperado de campoFi¢.4) (Pagliano et al, 2010a). Esta determinacion se
corresponde perfectamente con las observacionaealessde las sefales en la placa
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radiografica, acomplejando éstas Ultimas con losult@dos cuantitativos de
intensidades de sefal, lo que prueba la capacidgddstica de la asociacion Northern

blot-EVC implementada en nuestras condiciones.

Capitulo 2. Herramientas moleculares PCR vy trascripion
reversa para la sintesis y verificacion de secuemsi completas del
genoma deCBCVdy CVd-VI.

El ajuste de la reaccion de amplificacion por P@Rohsmidos recombinantes,
gue conservan el inserto del genoma completGRIEVdy CVd-V| es satisfactorio. De
esta manera, el posterior ajuste de las RT-PCRutegas en plantas indicadoras
muestra niveles aceptables de recuperacion virgde fines de clonacion y
secuenciamiento. Sin embargo, el desarrollo Optildranscripciones reversas para
soluciones diagndsticas no es completo y eventuaé@ratico o confuso, detalles que
se discuten en este capitulo.

Ajuste de la reacciéon en cadena de la polimerasa@R) y RT-PCR

Son obtenidos los controles positivos para el dedade los procesos de ajuste
de la PCR para los viroides en estudio, demostradeotidad con las secuencias
reportadas. El volumen generado de vectores recamt@s con insertos viroides
mediante transformacion, facilita la manipulacionlay disponibilidad de material
artificial sin capacidades infectivas, determinadsu vez, el comienzo de un ajuste
metodoldgico basico para la obtencion de copiasiemero de las secuencias de ADNc
deCBCVdy CVd-VI Por otro lado, la temperatura de apareamientosdeebadores en
las reacciones de amplificacion ejecutadas es phayocando un descenso de la
intensidad de las bandas debido a una disminucidl eumero de copias sintetizadas
(Fig.5A y 6A). Este efecto es observable cuando la temperakraibridacion es
elevada, por otro lado la especificidad incremgnias productos inespecificos son
infrecuentes (Henegariet al, 1997). Esta determinacion metodologica en cuanito
seleccion de una elevada temperatura de reacciobasa en la posibilidad de
hibridaciones inespecificas del cebador debido asihailitud de secuencia que
comparten algunos viroides citricos. La estabilidados cebadores para las reacciones

PCR de genomas viroides ADNc depende de la cant@#Zl que conforma al
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fragmento oligomérico. Sin embargo, las zonas goasas de la estructura del viroide,
en las cuales estan dirigidos los cebadores, nmamtiena cierta similitud de secuencia
entre viroides (lo mismo ocurre entre todos losogegs de viroides citricos y sus zonas
estructurales). Por lo tanto, la astringencia deeé&cion para los casos @BCVdy
CVd-V| en cuanto a la temperatura, debe ser elevadt i, que el 6ptimo es
cercano al punto de inestabilidad térmicg)(de los cebadores. En este mismo sentido,
podrian ocurrir apareamientos imperfectos del a@badomplementario en la
transcripcion reversa, debido a la rapida renaaa@ibn de la molécula del viroide a
bajas temperaturas de actividad de la transcript@savocando la hibridaciéon
incompleta de un cebador en la molécula ARNvd. ue grovoca amplificaciones
inespecificas o0 una sintesis ineficiente de la gréntadena inducida por una reduccién
de la procesividad de la enzima (Nakaheral, 1998a; Henegariet al, 1997). El
ajuste intermedio de la técnica RT-PCR puede mtierfen el desempefio de los
resultados y en la generacion de falsos positivosiegativos. Situaciones de
inespecificidad en la transcripcion reversa sontradas en ensayos que evidencian
fragmentos amplificados menores a 175pb en matefiedtado conCEVd o HSVdy
tejido sin infeccion (Yanget al. 1992). Situaciones similares se observan en la
produccion de bandas con movilidad electroforéticaialmente similares a la del
genoma deCBCVdy CVd-VI (Fig.5 y 6). Estas reacciones de transcripcion no fueron
realizadas con transcriptasas que poseen unadactidptima a elevadas temperaturas
(60°C), lo cual evita en el proceso de sintesisst@pareamiento interno de la molécula
del viroide. La utilizacién de cebadores compleragos para la sintesis del ADNc con
contenidos balanceados ded3y A:T (este estudio) podrian provocar una inestabilidad
en el apareamiento o el sitio de union. Debido arlterior, es necesario emplear
cebadores complementarios para RT de elaboracidnstxa (longitud incrementada,
acoplamiento 6ptimo y contenido G:C maximo) paraielo de la primera cadena en la

transcripcion reversa (Bernard y Duran-Vila, 2006).

Reconocimiento de la identidad de amplificacionesnéspecificas
obtenidas por RT-PCR.: posibles uniones entre cebatks y ARNs del
hospedero.

Las amplificaciones por RT-PCR de material cidfed¢tado, que visualmente se
asemejan con el genoma completo de los vircdZBSVdy CVd-V| revelan diferencias

en el peso molecular esperado y significativasreancias a nivel de secuencia
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(Fig.5B, C y 6.B, esta situacion se comprueba mediante secueditiad los
fragmentos amplificados. La identidad de las sedasrdescubre que i) las bandas que
se esperan como la representacion del genoma detaliroide CBCVd mantienen
similitud a zonas de ARNs del hospedero (ARNs njenss que traducen para
proteinas vacuolares e hipotéticas). Por otro ladamplicones RT-PCR pai@BCVd

y CVd-VI poseen identidad con clones ADNc viroides tramsémtos (productos de
ADN plasmidico provenientes de transformacionedizadas en este estudio). El
primer caso se podria explicar por el apareamigmespecifico y discontinuo del
cebador complementario en zonas de alta similieRldARN mensajero del hospedero,
provocando la transcripcion reversa de una zonaseecial de ésta secuencia. Este
evento no ocurre con las muestras ARN positivaa GBICVd las cuales presentan un
amplicén de movilidad electroforética e identidas stcuencia con este viroide. Esta
condicion infiere una posible competitividad de éebadores entre zonas de méaxima
similitud (ARNvd objetivo) y otras regiones de dimid intermedia (ARNs del
hospedero). La union inespecifica de los cebadere®ARN no viroide (ARN del
hospedero) podria mantener una preferencia de wmoestos acidos nucleicos, de
manera mas consistente que el ARNvd de otras esppoésentes en las muestras de
cidro infectado. A pesar de la alta similitud entmides citricos, los cebadores para
CBCVd no se hibridizan con especies viroides localizadaslas muestras cidro
analizadas. Estudios sobre la alteracion de trgmgsr(ARNmM) en hojas de cidro Etrog
infectadas colDVd, revelan que algunos fragmentos de ADNc (segmeai@dsRNm)
expresados diferencialmente bajo infeccion viroge encuentran en el rango de
229-312 pb. Estas secuencias muestran alta horagbaga proteinas con funciones de
defensa frente a patdgenos y otras proteinas higaséle funcion desconocida que son
codificadas por estos ARNm diferencialmente exmplesgTessitoret al, 2007). Las
proteinas de la familia VPS, las cuales mantienegibnes de trafico macromolecular
y vesicular, estan presentes en ARN recuperadfiogsha de calabaza, junto con RBP
(proteinas de unién al ARN) con funciones de toafigplegamiento del ARNm (Liet

al., 2009). Lo que podria indicar que dada la permzaeen el floema del ARNm
codificante para estas proteinas y las similitudessecuencia registradas en este
estudio, una interaccion entre cebadores y ARN$agpedero podria ser factible. Los
posibles acoplamientos erraticos del cebador ésae&VIV-CP (+), podrian ocurrir
por la similitud parcial, definida por alineamientulltiple y acoplamientan silico de
baja rigurosidad, que presentan los oligobmerosaitdizes con la zona de algun ARN
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mensajero, provocando que la transcriptasa inieiesihtesis en esta regiéon en
condiciones de baja temperatura, pero Optimas (ARa€ la enzima empleada en este
ensayo. Diferentes niveles de similitud viroide rensecuencias de diversas zonas
codificantes de proteinas hipotéticas de organisspscialmente procariotas y plantas
fueron reportados por Triveddt al. (2007) utilizando el algoritmo BLASTN, sin

embargo no se encontraron similitudes significativa

La segunda situacion, debida a la identidad de iaom@s secuenciados con
clones transformados, podria deberse a contamimexioruzadas en la reaccion RT-
PCR. Esta reaccién se realiza en dos pasos-2 tidbgse incrementa la posibilidad de
errores de manipulacién e introduccion de ADN pilaémo en los tubos de reaccion.
Los resultados obtenidos enHmyura 7 (para algunas muestras de cidro Etrog) exhiben
artefactos de secuencia desconocida y de tamafecutea muy diferente al esperado,
provocadas posiblemente por los argumentos antEsutdlos que involucran los
cebadores, la enzima transcriptasa reversa y tacasta secundaria del viroide. Sin
embargo, las sefiales obtenidas por hibridaciorogldrbgmentos derivados por RT-
PCR justifican la presencia de las secuencias asaerde origen viroideFig.8),
validando los amplicones sintetizados. Los resaliadrraticos y confusos de las
transcripciones reversas, obtenidos en nuestradiatomes, indican que para fines
diagnoésticos el ajuste de la técnica es sub-Optin@ su vez, esta herramienta
molecular seria poco favorable para solucionesetiecdion, pero si de recuperacion y

clonacion de viroides citricos en material de campo

Capitulo 3. Caracterizacion de sondas marcadas DIG1-dUTP y
determinacién de parametros diagndésticos de las espies CBCVd y

CVd-VI para el andlisis de rutina en material de campo.

Las sondas no-radioactivas marcadas por PCR senidas y aplicadas para el
diagnéstico molecular d€EBCVdy CVd-VI. A su vez, la implementacion de una
metodologia diagndstica sensible, especifica yiablef es efectuada, la cual se basa en
hibridaciones moleculares Northern blot con la cafl de evaldar la
presencia/ausencia de los genoma£B€Vdy CVd-VIen material vegetal a campo.
Este material utilizado para el diagnoéstico viroee relevado de diferentes zonas

citricolas de Uruguay, obteniendo una buena didadsde variedades comerciales, en
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diferentes estaciones del afio y con una ampliacteol@acional. Los caminos
metodoldgicos para la implementacion de la hermataiade hibridacion molecular
Northern blot en el diagndstico viroide son disdos. Por otro lado, la ocurrencia de
los viroidesCBCVd y CVd-VI en Uruguay mantiene la tendencia de distribucion

mundial y regional, situacion expuesta en esteluapi

Sondas molecularesCBCVd y CVd-VI: eficiencia del marcaje y

determinacion de las uniones con ADNc de alta sintild de secuencia.

Las sonda£BCVdy CVd-VI sintetizadas y marcadas con DIG mediante PCR,
se comportan clasicamente segin su movilidad efeoftica. De esta manera, el
avance de los acidos nucleicos es rezagado, dal®tipeso molecular incorporado por
la molécula digoxigenina-11-uridina-5'-trifosfatttércalada en las hebras de ADN. La
intensidad de las bandas correspondientes a lalasa@sta directamente relacionada
con la disminucion en el numero de copias (en coag@n con el control sin marcar)
causado por un efecto de retardo en la actividadN Aidlimerasa producto de la
digoxigenina en la reaccion. Las sondas generagastan una eficiencia satisfactoria
de marcaje, ya que visualmente se evidencian msiveke saturacion a muy bajas
concentraciones, de manera similar al control cormede ADN marcadoHig.9). Lo
anterior prevé, que en las reacciones de hibridatasonda no sea un factor limitante
en cuanto a la cinética de acoplamiento entre ARNgdnda ADNc-DIG. Esto evita
gue altos niveles de copias de secuencias complarizndel viroide presente en la
muestra ARN estén unidas con hebras homoélogas ncades de la sonda (Muroih
al., 2009), escenario que acarrea sefales de baasidad en las hibridaciones
moleculares por causa de competencia y apareamiasrire moléculas que no
emitirian sefiales y las que permanecen marcadasdralas dsADN-DIG dEBCVdy
CVd-VI, frente a secuencias ADN doble hebra de alta sudilitesponden de manera
esperada en la formacién de hibridos con alta ideb y fuerza de union. De esta
manera, el apareamiento de estas sondas en geAd@h&sviroides no especificos se
observa visualmente reflejado mediante sefialesesean ensayos Southern blot para
CBCVd-DIG:CEVd-HSVd vy leves sefales en CVd-VI-DIGISVd-CDVd-CBCVd
(Fig.10A y B). Sin embargo, las intensidades de sefal positdels ensayo
determinadas por los hibridos CBCVd-DEBCVd-PCR y CVd-VI-DIGCVd-VI-
PCR son significativamente diferentes a las sefialespecificas de baja intensidad

visualizadas, siendo estas Ultimas, aproximadaménieces menor que la sefal
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positiva especifica Hg.10C y D). Estas hibridizaciones entre secuencias ADNCc-
viroides de distintas especies, se explica positagitudes de la estructura primaria que
mantienen todos estos patdgenos citricos y losseacge apareamientos imperfectos
entre las hebras homdloga / complementaria de ta@asy el ADNc doble hebra
complementario / homologo. Escenario que permigrimuna posible interrupcion del
apareamiento de bases en las posiciones en quedasadenas no se complementan,
provocando la disminuida intensidad de las seffaes! reducido numero de copias
marcadas con digoxigenina que logran permanecedasinal fragmento PCRvd
determinado. Este evento de hibridaciéon cruzadadpertado por Palaciet al. (1999)

en hibridaciones moleculares con sondas ADNc-D&& cuales mantiene baja afinidad
con el ARNvd templado no especifico para una salederminada, provocando sefiales
suaves o imperceptibles debido a la similitud drigecias compartidas entre viroides.
Esta situacion reportada se asemeja a la inespéadi del acoplamiento entre las
sondas ADNc de este estudio con los fragmentos AD&lotros viroides citricos,
evento que no sucedié cuando los acidos nucleibgstivi o target provenian de
material vegetalUn analisisin silico ejecutado en este trabajo, trata de explicar estos
posibles apareamientos imperfectos, demostrando eueierto nivel, los genomas
ADNCc viroides doble hebra presentan similitudes sgeuencia sutiles distribuidas
discontinuamente en toda la hebréalfla.2), lo que posiblemente provoque la
visualizacion de las sefales inespecificas en ilagsdaciones Southern blot. Cabe
destacar, que la concentracién de los amplicon&sdbéttrotransferidos a la membrana
para este ensayo, poseen una elevada cantidachagraos de ADN, induciendo una
rapida saturacion de la placa, efecto complemengaldosensibilidad de la técnica de
hibridacion molecular. Sin embargo, la especifididie las sondas viroides frente a
ARN de material vegetal no se ve afectada, comads&rte en el capitulo Fig.3) y
para sondas especific@8CVdy CVd-VIcomo se discute mas adelante.

Estudio de parametros diagnoésticos de las hibridashes moleculares

Northern blot: Sensibilidad y especificidad

Las hibridaciones moleculares Northern blot impletadas y ajustadas en este
estudio, son el principio de la cooperacion y tiemencia de técnicas moleculares de
diagnéstico de paises con investigacion y desarr@tnolégico que apunta a la
produccion de material citricola saneado vy librepdgenos transmisibles por injerto,
como los viroides. El ajuste de la herramienta mdafica de hibridacion molecular
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Northern blot aplicada a variedades citricas relagaen este trabajo, marca el camino
metodolégico para el desempefio de una técnica bdensspecifica, eficiente y
confiable, parametros que se exponen y discuteesém apartado. La sensibilidad
diagnéstica conseguida en nuestros ensayos, seehaslaensamblaje de una técnica
concreta de extraccion junto con una serie de pdsbsitivos de las hibridaciones
Northern blot, pero con caracteristicas puntualesefbcucién y desempefio. La
extraccion EVC demuestra la recuperacion de ARNaje peso molecular, enriquecido
con una elevada concentracion de ARNvd, con ceegfies de pureza 6ptimos y en un
tiempo moderado de manipulacién, como se expusd eapitulo 1. Esta extraccion de
acidos nucleicos es el comienzo de una ruta didigadgue se representa con los
siguientes pasos puntuales y posiblemente detemtesia) la resolucién del complejo
ARNvd:ARN celular mediante movilidad en geles PAGE, dealcse consigue la
recuperacion de una zona de permanencia viroidensgg capacidad de avance en el
gel. Esto permite la electrotrasferencia puntual AdRN exclusivamente patdgeno,
acompafnado de algunos ARNs pequefios/degradadosNy rbbBsomal del huésped.
Para estos ultimos, no hay reportes de interfeseram las sondas ADNc-DIG, lo cual
es soportado mediante nuestros resultados. ii)dailiones moleculares con sondas
marcadas en frio, las cuales son sometidas a deslzdcion previa y aplicadas junto
con una solucion de hibridacion con componentealtdefuerza idnica con funciones
amortiguadoras y soluciones estabilizadoras del ABMo la formamida (extiende la
molécula viroide). Por otro lado, la utilizacion dgentes de disrupciéon de complejos
ribonucleoproteicos, detergentes y bloqueadoresitabes activos en la membrana. iii)
lavados de la membrana con maxima astringenciau&mnto a niveles de fuerza idnica
y temperatura, lo cual previene las uniones inépas entre la hebra homodloga de la
sonda y la hebra complementaria del ARN no virodieminuyendo los niveles de
ruido de fondo. Por otro lado, la estabilidad efisehibridos ARNADN es baja, por lo
gue necesita alta complementariedad de bases.n$argo, cuando se forman los
hibridos ARNvVdADN-DIG las uniones covalentes suelen ser muy ésertLos
anteriores puntos metodoldgicos colaboran en lenaiiin de resultados diagndsticos
sensibles, quea priori, estdn determinados por la técnica clasica deidaititn
molecular. Sin embargo, este enfoque Northern lelot acompafiado por datos
satisfactorios obtenidos en cuanto al limite dead#6én de 2-4mg de tejido de cidro
Etrog infectado coltBCVdy el reporte de 8mg de tejido para una variedadecoial
(capitulo 1). Lo anterior, revela un intervalo éasbilidad que se ubica entre 8 a 2mg
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de tejido fresco, soportando los términos de coiliilad diagnostica Kig.11).
Resultados similares revelan que la sensibilidadiange hibridaciones Dot-blot para
CEVdy HSVdde ARN extraido de corteza de cidro y la aplicacdé sondas ADNc-
DIG es de 2-10mg de tejido (lat al, 1995). Por otro lado, Noronha Fonsetaal.
(1996) reporta una sensibilidad de 15-7mg de tejelgcidro Etrog infectado cddEVd
mediante hibridacibn molecular Dot blot con sondsRNc-DIG detectadas por
colorimetria. De manera similar, con el uso de asnrlRNc-DIG, hibridaciones tipo
Dot-blot ensayadas en hojas de IUpulo infectadasH®Vddetectaron este viroide en
una extraccion basada en 1mg de tejido fresco (Nakat al, 1999). Velasquez
(2004) reporta una sensibilidad de 0.05ul de ARN®& 1 mg de tejido) de extractos
de cidro Etrog infectados co@EVd CBLVd HSVd CDVd y CBCVd obtenidos
mediante el método EVC y analizados con sondas ADN&k por hibridacion
molecular Dot-blot. Resultados similares, fuerortealmlos con sondas DIG-ARN
complementario, en los cual€&€Vd HSVdy CBLVdfueron detectables desde 64 hasta
320 ng de ARN total (Nakahaget al, 1998b). Ensayos de sensibilidad, producto de la
aplicacion de controles positivos regeneradosetsratdos por transcripcion in vitro y
enriquecidos o‘spiked” en ARN de material vegetal sano, sugieren unastabu
sensibilidad diagnostica. Este escenario recorsttay uniones de las hebras ADNc
homologas marcadas con el conjunto de copias esdithnscriptas que acompaian y
simulan las posibles interacciones con el ARN dmpedero, provocando que entre
320pg y 273pg de ARNvd sintético, la técnica comsdgtectar la presencia del
patégeno Kig.12). Rodriguezet al, (2003) realizaron ensayos de sensibilidad con la
técnica Dot-blot y sondas quimioluminiscentes pBegjomovirus, detectando entre
38-320pg de clones ADN del virus sembrado en la bmana. Por otro lado, la
obtencién de una sensibilidad entre 14-541ng de Ad@Nextractos de diferentes
cultivares infectados coMaYMV, TbLRVyYy BGYMYV fue reportado. Transcriptos in
vitro del virus de la psorosis de los citric@&Pg\) y el virus variegado de los citricos
(CVV) elaborados para ensayos de sensibilidad medrabtilaciones Dot-blot con
ribosondas-DIG, presentan una sensibilidad de d&pmanscripto cuando se realizaron
diluciones seriadas de ARNc con ARN total de maltesano (controlespike
(Loconsoleet al, 2009). Resultados similares fueron obtenidos Ayoaricio et al.
(2009) mediante una ribosonda-DIG mdltiple condtypara la deteccion simultanea de
6 virus que afectan los cultivos de tomate. La ibditad reportada fue de al menos
50pg de ARN viral transcripto y no marcado, aplec&lhibridado en una membrana
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mediante el formato Dot-blot. En nuestro estudiaaago de deteccion pafvd-VI
comprende los 321-107pg y patBCVdlos 273-91pg, sin embargo, diluciones de
transcripto entre estos rangos no fueron evalUdolagie podria corresponder a que la
sensibilidad de la técnica es comprobada entre321pg pero podria corresponder a
valores superiores de 91 y 107pg. Los beneficiosaeamilizacion de sondas ADNc
marcadas en frio para el diagnéstico de patégemoingerpretados en el desarrollo de
este estudio. Las sondas ARN son consistentemexddatiles que las sondas basadas
en ADN, estas ultimas no presentan los problemadedgadacion que influyen en
mayor proporcion a la hebra simple de ARN. Adencasno puntos favorables en el
desarrollo metodoldgico de hibridaciones molecuslagéagnoésticas se destacan: el
almacenamiento de la sonda ADN a bajas temperaparagarios meses sin perder su
efectividad (luego de varias acciones de descodggléos bajos costos que implica el
marcaje con digoxigenina en contraposicién conisdsopos radiactivos y la facil
elaboracién-manipulacion de la sonda ADN-DIG freates riesgos en la salud-medio
ambiente de material radiactivo (Kiet al, 2010). Por otro lado, la utilidad en la
elaboracion de controles sintéticos viroides esuegfa por Hataya, (2009), el cual
elabora controles positivos no infecciosos (inoyitdle PSTVdpara ensayos RT-PCR,
evitando la posibilidad de escape de un patdgepatético introducido para fines de
investigacion y sin la necesidad de los permistmsdnitarios de entrada de material
cuarentenario. Los analisis de especificidad yiesfia ejecutados para el ensayo
Northern blot para el diagnostico @BCVdy CVd-VI, revelan que en membranas
independientes, cada una de las sondas espedtficaggue discriminar entre otros
viroides citricos que posee la muestra, es dearhay reacciones cruzadas entre
ARNvd no especifico con ADNc-DIG especifico. Algsnweiroides, que en ciertos
casos mantienen regiones de secuencia altamentaresrconCBCVdy CVd-VI, por
ejemplo CEVd/ HSVd o CDVd / CBLVdrespectivamenteno reaccionaron con las
sondas especificas aplicadas para los viroidesste estudio, a pesar de que las
muestras contenian un titulo viroide amplificaddide al tejido cidro hospedero
(Fig.13). Diferentes variedades de cultivos citricos camaégs no mostraron sefiales
positivas para las sondas empleadas de manereemtlepte, a pesar de que todas las
muestras se diagnosticaron como infectadas connalgwmbinacién de viroides
citricos (Umafiaet al, 2010, Paglianeet al. 2010b), except€BCVdy CVd-VI. Lo
anterior refleja una especificidad diagnostica sthy una alta eficiencia de la técnica
para segregar patbgenos viroides o secuenciasamsiifjue no se acoplen totalmente
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con la sonda, lo que en conjunto con la sensilkilr@@ortada anteriormente, indica que
la metodologia empleada para diagnéstico geneffiabditad en los resultados.

Relevamiento de variedades citricas en zonas de iorpancia nacional:
diagnostico molecular deCBCVdy CVvd-VI.

El material colectado de diferentes zonas citricala Uruguay, de variedades
comerciales a campo (sin el pasaje a planta indiexd representa un muestreo
actualizado e innovador en nuestro pais. El cualtiere como finalidad, diagnosticar
la presencia de los viroidéSBCVdy CVd-VI con el uso de una técnica molecular
confiable, previamente demostrada en este estutla. recoleccion dirigida
principalmente hacia arboles que presentaban aigarme sintoma de etiologia viroide
como enanismo, descascarado o descortezado, asaguesencia de un complejo de
viroides co-infectando el material, situacién re@da ampliamente, y que trae consigo
el aumento de la probabilidad de presenciB€Vdy CVd-VIen estas muestras. El
relevamiento en diferentes épocas del afo, lo qubeva a diferentes temperaturas en
el entorno del crecimiento de la planta infectaaes un factor determinante en cuanto
al titulo viroide y a la determinacién diagnést{daurcia et al, 2009). Lo anterior se
observa en resultados de hibridaciones Northerh d#b capitulo 1, los cuales son
ensayados con variedades colectadas en diferemgssnidel afio y que no presentan
irregularidades en las sefales, ni resultados i@satpersistentes segun mes-
temperatura-diagnéstico. Las zonas seleccionadasepaelevamiento son regiones de
importancia citricola variable entre ellas, perda® se encuentran ubicadas como
departamentos productores relevantes a nivel ralcibas 84 muestras obtenidas de 13
variedades de cultivares comerciales y portairgenpoovenientes de 6 departamentos
de Uruguay y sometidas a diagnostico molecula€CBEVdy CVd-V|, representan un
relevamiento especifico Unico en el pais. La cadtig diversidad de material vegetal
colectado, nos permite concluir posibles tendenerada presencia/ausencia viroide,
como también la ocurrencia-distribucion de estawides en UruguayTabla 3).
Diferentes autores concluyen resultados de ocuagndistribucion de viroides citricos
entre paises, regiones o dentro de cada pais, medmestreos extensivos de material
vegetal de plantaciones citricolas y aplicandoitidmiones moleculares con sondas
marcadas con digoxigenina. Ejemplo de ello, Setred (2008b) analiza 63 muestras de
7 variedades citricas, 23 muestras de 6 variediiidahareet al, 1998b), 89 muestras
de 6 variedades (Murciet al, 2009), 74 muestras de 9 variedades (Velasqued,
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2005) y 24 muestras de 10 variedades (Mohaetead, 2009), entre algunos estudios.
El diagndstico nacional realizado p&8CVdy CVd-VI mediante andlisis de rutina y
membranas independientes, con la totalidad de lssstmas colectadas, determina la
ausencia de estos viroides en las plantacioneigatéts relevadas. Estos datos son
reforzados por un analisis comparativo entre leengidades de sefial de los controles
positivos y todos los resultados negativos de Ksmiestras, lo que indican una
diferencia significativa entre las sefiales de diagoo positivo del patdégeno y las
sefales tomadas como ausencia del midagp15). La presencia del viroid€EBCVd
mantiene una tendencia de baja distribucion munaiEmas el viroid€Vd-VImuestra
una incidencia de aparicién exclusivamente regi¢Bate de Asia). Por otro lado, en
los paises limitrofes con Uruguay (Argentina y Byasio se han reportado estos
viroides, hasta este momento. Estos reportes podiaortar la ausencia de estos
viroides en Uruguay, junto con el origen reciendelas mismos y su baja distribucién
mundial como posibles causas por las cuales ncsidlanintroducidos en el territorio
nacional. Observaciones similares fueron realizpdadVialfitanoet al. (2005) para el
caso de CBCVd detectado actualmente en Italia en plantaciones retgente
implantacion. Por otro lado, es posible que elofldg material ilicito de paises con
CBCVdo CVd-VI detectados y distribuidos en sus plantacionesenbaya llevado a
cabo en Uruguay, ademas de la posibilidad de destritosanitarios rigurosos en
bloques de multiplicacion y vivero en paises dgesride material de propagacion.
Estas situaciones pueden explicar la ausencia s @atdogenos en Uruguay, sin
embargo, la ocurrencia de viroides citricos entpldaones nacionales es alta, con la
excepcion deCBLVd En esta misma linea, resultados obtenidos enstudie de
evaluacion de la ocurrencia de todos los viroidéscas, muestran la ocurrencia de
infeccibn de estos patdgenos en plantaciones dgudw revelando que entre un
62-66% del total de las muestras analizadas apariedectadas con al menos un
viroide, entre ellos y con una alta frecuenci®di8vd(Umanaet al, 2010, Paglianet

al.,, 2010b).). Condiciones que derivan hacia una bpmsalerta en cuanto al
potenciamiento de los sintomas de infeccion entggaa campo provocado por efectos
sinérgicos entre combinaciones de viroides, pomgje HSVdy CBCVd,los cuales
podrian co-infectar una misma planta (Verni&@teal, 2006). Es de importancia
destacar, que la permanencia de viroides en hugspalernativos como plantas
ornamentales, silvestres o malezas, causando imtoonatologia, es de relevancia para

el Sistema de Cuarentena y Vigilancia Fitosanitenael sentido de erradicacién y
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saneamiento de cultivares. Estas especies silgegtrernamentales actuarian como
reservorios naturales de posibles organismos paddgeon estatus cuarentenario
(Verhoeveret al, 2004; Bostaret al, 2004; Matouselt al, 2007; Singret al, 2006 y
2009). Lo anterior, impulsa al avance de posibleslidas de prevencion basadas en
diagnésticos de germoplasma citrico con herranmsemaleculares disponibles. El
desarrollo e implementacion de la herramienta braikgica Northern blot con sondas
no radiactivas, proyectada en este estudio, regpa@nda necesidad de técnicas
moleculares de diagndstico, que puedan ser impladas y utilizadas en un Plan
Nacional de Saneamiento de Material de Propaga¢égetal, especificamente en el
Programa de Certificacion Citricola de Uruguay.aBdterramientas podrian facilitar el
analisis de un buen nimero de muestras y a sureppngionar resultados diagnosticos
confiables, rapidos y de un costo intermedio. L@ppesta para la utilizacion de ésta
metodologia de diagndstico para los viroi@&CVd - CVd-V viroides en general, se
basa en el tamizaje inicial de muestras de losugi®dqundacion y de material en
Cuarentena, seguidamente, determinar las muestrasrepccionaron a la sonda
(hibridacion Northern blot positiva) y descartarl®steriormente, el material vegetal
gue se presenta como libre de viroides debe di& an# re-inspeccion con una técnica
molecular alternativa, como por ejemplo RT-PCR amndiciones de maxima
optimizacién, para reforzar en paralelo los resial$aobtenidos por la hibridacion
molecular .Esta propuesta conlleva que, en el prpueto del diagndstico, se obtengan
resultados con una elevada certeza de presen@aaasie patdgenos en material de
propagacion e impulse a una re-discusion metodmodel uso y acompanamiento de

las plantas cidro Etrog bioamplificadoras de viesié&n el proceso de diagndstico.
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Conclusiones

1. La cuantificacion del ARN recuperado de cuatro mi@sode extraccion viroide
evaluados, reflejan una gran variabilidad en cuantmncentracion y pureza.
Sin embargo, hemos demostrado con un andlisis cathpga mediante
diferentes herramientas moleculares de detecciosadas en reacciones
enzimaticas de amplificaciéon por PCR o en hibridlacion sondas de ADNc
marcadas, que en nuestras condiciones experimgntale método EVC,
recupera una elevada cantidad de copias de ARNwaltaeoureza a partir de

variedades citricas a campo.

2. Los andlisis comparativos de la resolucion diago@sintre los cuatro métodos
de extraccion viroide empleados y las herramientateculares de deteccion
aplicadas indican que la calidad de los datos aldenesta principalmente
afecta por la combinacién método de extraccion @NAécnica molecular

utilizada.

3. Hemos determinado que la combinacion del método -Bd@hern blot es el
mas apto para el desarrollo de ensayos diagnostea#ta resolucion, sensibles
y eficientes para la deteccion de viroides citricthectamente de material
vegetal a campo, sin tener que recurrir a una etlpdioamplificaciéon en
plantas indicadoras.

4. En base a los valores de cuantificacion de ladeii@oducidas en los ensayos
diagnosticos Northern blot de diferentes variedaciéscas y utilizando un
criterio arbitrario de presencia/ausencia del padgdefinimos urcut-off o

intervalo de infeccion que comprende entre 60URBGUR aproximadamente.

85



La cuantificacion mediante densitometria de lasalesfi detectadas en los
ensayos diagndésticos Northern blot de muestras 4leplantas de cuatro
variedades citricas (naranja, mandarina, limon, go)rpermitio establecer un
intervalo (en Unidades Relativas) que permitiriadédeccion confiable de la
presencia de viroides en estas variedades. Estealt estaria definido entre un
limite de deteccion arbitrario (presencia/ausedeigpatégeno) cut-off (60UR)

y el limite de saturacion de la sefial detectada antorradiografia (L60UR).

La obtencion de vectores recombinantes de losdesoCBCVdy CVd-VI a
partir de los plasmidos cedidos facilita la optiatibn de las reacciones de
amplificacion del genoma completo de estos patégemo conduce al
almacenamiento de estos controles positivos paneafuutilidades.

Mediante andlisis RT-PCR con cebadores especifiaaslas especi€sBCVdy
CVd-VI dirigido a material vegetal cidro Etrog, hemos dstrado que las
transcripciones reversas para fines diagnésticeslgru tornarse erraticas para
estos viroides. A su vez, las condiciones de trggE€on reversa en nuestros
andlisis precisan el uso de enzimas termoestabbr®a pnaximizar la
accesibilidad en la estructura viroide nativa y acklvres complementarios
exclusivos para generacion de ADNc y asi evitaradciones entre cebadores y
ARNSs del hospedero.

Las transcripciones reversas en material cidroggtrtectado corCBCVdy en
ARN copia deCVd-VI, permiten la posible recuperacion y amplificacién d
estos viroides para fines de clonacion pero no wdimades diagnésticas en

nuestras condiciones, debido a los artefactosdrdemente obtenidos.

Las sondas sintetizadas y marcadas eficientemeata @ diagndstico de
CBCVdy CVd-VI mediante hibridaciones moleculares presentan buosto
acoplamiento con fragmentos que corresponden ang@nADNc, ARNc y
ARNvd de estas especies. Sin embargo hemos dechosjtee la similitud de
secuencia que comparten estas especies con otoddesi citricos se expresa
con apareamientos imperfectos de la sonda formhaitmimlos ADNc-ADN-DIG
de baja intensidad de sefial pero nunca hibridos-ARN-DIG inespecificos.
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10.Se ha implementado a nuestras condiciones un méedagndstico molecular
altamente sensible, especifico, repetible y coldigdara los viroides citricos
CBCVdy CVd-V| basado en hibridaciones del tipo Northern bldizahdo
sondas marcadas no radiactivas. A su vez, estecplotes efectivo para el
diagnéstico de todos los viroides citricos en nmateregetal a campo y de

diferentes variedades comerciales.

11.Los transcriptos monoméricos sintetizados paraesapeciesCBCVdy CVd-VI
utilizados como controles positivos regeneradogilittn el manejo de
patbgenos que podrian ser cuarentenarios en Urudndigando que su uso
podria favorecer al estudio y manipulacién de egitmédes sin correr el riesgo

de escape de este material no infectivo en plamtasinacionales.

12.La disponibilidad de la técnica molecular implenaelat en este estudio ha
permitido realizar el diagnéstico @BCVdy CVd-VIen plantaciones citricolas
de importancia comercial, en base a un muestrelraxprio significativo de
variedades citricas con sintomas de infeccion déroly asintomaticas.
Reportamos, en base al amplio tamafio de la muéstrexistencia d€BCVd
y CVd-VI en las plantaciones examinadas, generalizando useneia en

Uruguay.

13. La utilizacion de la herramienta biotecnoldgicartern blot disponible, se
recomienda para chequeos sistematicos del germoglastrico nacional
enmarcado en un Plan de Saneamiento Citrico derislateropagativo y
eventuales prospecciones sanitarias que tengan objetvo el control y la
erradicacion de todos los viroides citricos desasijhasta el momento.
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Anexos

Anexo 1 Graficas de regiénes de similitud entre genoniraides citricos mediante alineamiento basado eASIn 2secuencias.
La secuencia problema esta representada en gl(lgje nimeros representan las bases anotadas eseestncia). En el ejese

representa la secuencia del genoma comple®®BigVdo CVd-VI Los alineamientos se muestran en la grafica dameas y el

numero de lineas indica la cantidad de anotaciobassdas en el alineamiento BLAST.

~ e
A Y . B
>3 ]
07 Z 3
) Q
"-; 5 il / ~ 8 = b |7
g % / e ~
e
% 3 / o ° A
sa @3
3 ~
Secuencia CEVd Secuencia CBLVd
: S 8 - -
c /,/ ~ D ¥
8. - ~ T -
-g ¥ | 2 a 8
a g ~ q @
¥} (SR B -
s - o] ~
T = £ 0 g
5 y 5 -
3 [P 3 . <
Q D 5 -
o ; o5 N
2P ~
lels 0 TR i {0 60 80 100 1 0 150 180 20 240
Secuencia HSVd Secuencia CDVd
E i gF
3. B F
R e}
0 Z8
8 : < B e
E ~
8 rr B Lg
g B
e JF
o b I 35
& ¥
g ’ 9 =
3 | i 5
el 100 0 140 160 180 2 0 300 9 4 it 100 12 40 16 EE B0
Secuencia CVd-VI Secuencia CBCVd
7 <a ~
G = 3 g ~ H ~ ~
5 & > y S5 :
B i ~
R > i g, =S
o L1 o S
.g § S 1] - ~ 2
2. -~ £ >
e 2l dve 5
3t - L 2 P bl <
0 9L~ = -3 ~ . B
aff 7 B V% <
Secuencia CEVd Secuencia CBLvd

105



7
/
/
o

Secuencia Cvd-VI
Secuencia CVd-VI

Secueﬁcia HSVd

0 &0 00 1 ) 200 220 240 20

Secuencia COVd

/
\
=

Secuencia CVd-VI
Fil

\
/
Secuencia CVd-VI

Secuencia CBCVd g
Secuencia Cvd-Vl

Anexo 2.Colecta de material vegetal de diferentes zorteisalas de importancia nacional. Localizacion,&oy codigo de las muestras de campo
recolectadas para cada tipo de variedad (espelzi@)e pertenece.

Localizacion Muestra Variedad (especie)
Canelones (Pando) G030 Pomelo Marsh Seedless (C. paradisi (L.) Osb.)
G031 Pomelo Marsh Seedless (C. paradisi (L.) Osb.)
G052 Pomelo Marsh Seedless (C. paradisi (L.) Osb.)
G054 Pomelo Marsh Seedless (C. paradisi (L.) Osb.)
Canelones (Este) MolWNO1 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
Mol167 Naranjo Valencia late (C. sinensis ( L.) Osb)
Mol066 Pomelo Duncan (C. paradisi (L.) Osb.)
Mol442 Mandarina comtn (C. deliciosa)
Mol397 Limén Lisbén (C. fimon)
PWN15 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
P396 Limén Lisbén (C. fimon)
P441 Mandarina Murcott (C. reticulata x C. sinensis)
Montevideo (Punta Espinillo) PEWNO1 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
PEWNO2 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
PEWNO3 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
PEWNO4 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
PE390 Limén Lisbén (C. fimon)
PE391 Limén Lisbén (C. fimon)
PE392 Limén Lisbon (C. limon)
OCKq01 Kumquat (Fortunelia. sp)
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Localizacion Muestra Variedad (especie)
San José (Kiyu) K393 Limén Lisbén (C. fimon)
K394 Limén Lisbon (C. fimon)
K395 Limén Lisbon (C. fimon)
KWNO5 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
KWNO06 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
KWNO7 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
Colonia (La Arenisca) CDLKqO2 Kumauat (Fortunefia. sp)
CDL070 Pomelo Star ruby (C. paradisi (L.) Osb.)
CDL071 Pomelo Star ruby (C. paradisi (L.) Osb.)
CDL176 Naranja Valencia late (C. sinensis (L.) Osb)
CcDL177 Naranja Valencia late (C. sinensis (L.) Osb)
CDL381 Limén Lisbon (C. fimon)
CDL382 Limén Lisbon (C. limon)
CDL383 Limén Lisbon (C. fimon)
CDL384 Limén Lisbon (C. fimon)
CDL385 Limén Lisbon (C. fimon)
CDL386 Limén Lisboén (C. imon)
Colonia (San Pedro) CC443 Mandarina Satsuma (Citrus unshiu)
CC398 Limén Lisbén (C. fimon)
CC399 Limén Lisbén (C. fimon)
Localizacion Muestra Variedad (especie)
Salto (Est. Exp INIA SG) ISGH32A Poncirus trifoliata
ISGtt32B Poncirus trifoliata
1SGevC C. volkameriana
1ISGevD C. volkameriana
Salto (Est. Exp San Antonio,FAgro) FAgS436 Mandarina comtin (C. deliciosa)
FAgS437 Mandarina Satsuma (Citrus unshit)
FAgS438 Mandarina Murcott (C. reticulata x C. sinensis)
FAgSWN13 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
Salto (Zona 1) GS170 Naranjo Valencia late (C. sinensis ( L.) Osb)
GS171 Naranjo Valencia late (C. sinensis (L.) Osb)
GS172 Naranjo Valencia late (C. sinensis (L.) Osb)
GS430 Mandarina comun (C. deficiosa)
GS431 Mandarina comuln (C. deficiosa)
GS432 Mandarina comun (C. deficiosa)
Salto (Zona 2) MSWNO8 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
MStto1 Poncirus trifoliata
MS433 Mandarina Murcott (C. reticulata x C. sinensis)
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Localizacién Muestra Variedad (especie)
Salto (Zona 3) PqL1S173 Naranjo Valencia late (C. sinensis ( L.) Osb)
PqL1S174 Naranjo Valencia late (C. sinensis (L.) Osb)
PqL18175 Naranjo Valencia late (C. sinensis (L.) Osb)
PgL2WNO9 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
PqL2WN10 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
VMS434 Mandarina comun ( C. deficiosa)
VMS435 Mandarina comun ( C. deficiosa)
Salto (Zona 4) DSzZWN11 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
DSzZWN12 Naranjo dulce Washington Navel (C. sinensis )
DSzSat01 Mandarina Satsuma Owari (C. unshiu)
DSzSat02 Mandarina Satsuma Owari (C. unshiu)
DSzSat03 Mandarina Satsuma Owari (C. unshiu)
Salto (Zona 5) AFS439 Mandarina Ellendale (C. reticulata x C. sinensis)
AFS440 Mandarina Ellendale (C. reticulata x C. sinensis)
AFSWN14 Naranjo dulce Washington Navel ( C. sinensis )
Rio Negro (Fray Bentos ) FB410 Mandarina Satsuma (C. unshiu)
FB411 Mandarina Satsuma (C. unshiti)
FB412 Mandarina Satsuma (C. unshiti)
Localizacién Muestra Variedad (especie)
Rio Negro (Fray Bentos ) FB413 Mandarina Satsuma (C. unshiu)
FB414 Mandarina Satsuma (C. unshiu)
FB415 Mandarina Satsuma (C. unshiu)
FB416 Mandarina Satsuma (C. unshiu)
FB417 Mandarina Satsuma (C. unshiu)
FB418 Mandarina Satsuma (C. unshiu)
FB380 Limon Lisbdn (C. limon)
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