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ABSTRACT

This study discusses the diagnosis and detection of the
new citrus leprosis virus cytoplasmic type 2 (CiLV-C2)
in samples collected in Meta and Casanare States, using
molecular techniques performed RT-PCR on plant
tissue and mite vectors Brevipalpus phoenicis (Geijskes).
RT-PCR tests were carry out using specific primers MP
and CPG. The use of CPG primers allows the detection

of CiLV-C2, in tissue plant samples with leprosis
symptoms on fruits and leaves of Valencia orange
(Citrus sinensis L.) and Swinglea gluinosa Merr. leaves,
which confirms the presence of this virus in Colombia.
The MP primers did not detect the CiLV-C2 in any
of performed tests. The RT-PCR technique allows
detection of CiLV-C2 in samples of B. phoenicis mite
vectors, with the specific CPG primers. Molecular
detection of CiLV-C2 by RT-PCR technique is a
fundamental tool for the virus diagnosis in Colombia,
and should be used in diagnosis and prevention
programs of citrus leprosis in the country.
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RESUMEN

Este estudio trata del diagnéstico y deteccién del nuevo
virus de la leprosis de los citricos tipo 2 citoplasmatico
(CiLV-C2) en muestras colectadas en los departamentos
del Meta y Casanare, mediante técnicas moleculares
RT-PCR realizadas sobre tejido vegetal y dcaros vectores
Brevipalpus phoenicis (Geijskes). Para las prucbas de
deteccién RT-PCR se utilizaron los iniciadores especificos
MP y CPG. Con los iniciadores CPG, se logré la
deteccién del CiLV-C2, en muestras de tejido vegetal
con sintomas de leprosis en frutos y hojas de naranja
valencia (Citrus sinensis L.) y hojas de Swinglea
gluinosa Merr., lo cual confirma la presencia de este
virus en Colombia. Los iniciadores MP no detectaron
el virus CiLV-C2 en ninguna de las pruebas realizadas.
La técnica RT-PCR permitié detectar el virus CiLV-C2
en muestras de dcaros vectores B. phoenicis, cuando se
utilizaron los iniciadores especificos CPG. La deteccion
molecular del CiLV-C2, mediante la técnica RT-PCR,
se constituye en un instrumento fundamental para el
diagndstico del virus en Colombia y debe ser usada en
los programas de deteccién y prevencién de la leprosis
de los citricos en el pais.

Palabras claves: cilevirus, CiLV-C2, diagndstico, naranjo.
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INTRODUCCION

La leprosis de los citricos (citrus leprosis virus -CiLV-)
estd relacionada con dos tipos de virus, de acuerdo
con su ubicacidén dentro de las células afectadas: el
citoplasmético (CiLV-C) cuando se presenta en el
citoplasma y el nuclear (CiLV-N) cuando se aloja en
el nicleo (Guerra et 4l., 2007; Bastianel et al., 2006).
La distribucién geografica del CiLV-C es mucho mds
amplia que la del CiLV-N, el cual solamente se ha
encontrado en una regién de Panamd y en algunos sitios
del sur de Brasil (Domingues ez 4/., 2001). El de tipo
citoplasmético (CiLV-C) es frecuente en las plantaciones
de citricos, mientras que el de tipo nuclear (CiLV-N) es de
muy rara ocurrencia (Rodrigues ez al., 2003; Freitas e al.,
2004; Kitajima ez al., 2004; Rodrigues & Kitajima, 2005).

En Colombia se presenta el virus de tipo citoplasmatico
(CiLV-C) (Leén er al., 2006), verificado bajo microscopta
clectronica en naranja valencia (Citrus sinensis L.),
por la presencia de particulas cortas baciliformes en
el reticulo endoplasmatico y viroplasmas de formas
irregulares en el citoplasma de las células infectadas,
lo cual coincide con descripciones de Kitajima ez al.

(1974) y Colariccio ez al. (1995).

El GiLV-C no es un virus comtn en las plantas (Bastianel
et al., 2010). De acuerdo con su morfologia y por estar
presente en las células del citoplasma o en el nucleo
de las células infectadas, se asumia que era un virus
de la familia Rhabdoviridae. Colariccio ez al. (2000) y
Rodrigues e al. (2000) reportaron una doble cadena
de ARN asociada con el CiLV-C extraido de hojas de
citricos. Posteriormente, Locali ez 4/. (2003), al obtener
la secuencia gendmica del virus, comprobaron que esa
doble cadena pertenece al CiLV-C y su ARN posee un
genoma bipartito, a diferencia del genoma monopartito
caracteristico de los rhabdovirus. Pascon ez /. (2006) y
Bastianel ez al. (2006) al efectuar la secuencia del genoma
completo del CiLV-C vy el andlisis filogenético definen
que el virus pertenece a una nueva familia de virus de
plantas relacionada con tobamovirus y a un nuevo género
llamado cilevirus.

Los virus CiLV-C y CiLV-N son transmitidos principal-
mente por 4caros del género Brevipalpus (Acarina:
Tenuipalpidae). Entre las especies de Brevipalpus, el
dcaro rojo plano Brevipalpus phoenicis (Geijskes) es
el vector mas diseminado y eficaz en el mundo; otras
especies como B. californicus, B. inornatus'y B. obovatus

han sido relacionadas también como vectores de estos
virus, pero con poca frecuencia. (Rodrigues ez a/., 2003;
Childers ez al., 2001; Rodrigues & Childers, 2013). En
Colombia, el dcaro B. phoenicis ha sido identificado como
el principal vector de la leprosis de los citricos CiLV-C
(Ledn et al., 2006) y se encuentra registrado y disperso
en varias zonas del pais (Posada, 1989; Ledn, 2001).

La leprosis de los citricos se encuentra reportada en
Suramérica, Centro América y México. Su importancia
se ha incrementado durante los dltimos anos, puesto
que es una enfermedad de cardcter cuarentenario, con
restricciones que buscan proteger la industria citricola
de paises citricultores que atn no estan afectados.
Ha causado pérdidas econdmicas en Argentina, Brasil,
Paraguay, Uruguay, Venezuela, Costa Rica, Panamd
y Honduras. La enfermedad ha sido reportada en
Guatemala, Bolivia, México, Colombia (Freitas ez 4l.,
2004, 2005; Araya, 2000; Domingues ez al., 2001;
Mejia et al., 2005; Gémez ez al., 2005; USDA, 2004;
Ledn ez al., 2006; NAPPO, 2005) y recientemente en
Belice (Rodrigues & Childers, 2013).

En Colombia, la leprosis CiLV-C se observé en el 2004 en
el departamento de Casanare y se dispersé rapidamente;
entre el 2004 y el 2006 se reporté en varios municipios
de los departamentos del Meta y Casanare (Leén e 4l.,
2006; Becerra et al., 2007). El Meta es el departamento
de mayor produccién de citricos en los Llanos Orientales
de Colombia, con 4.300 ha sembradas en citricos,
que se encuentran amenazadas por la presencia de la
enfermedad y representan 10% del drea nacional cultivada.
En Casanare, aunque posee solo alrededor de 500 ha
sembradas en citricos, la presencia de la enfermedad
contintia actualmente.

Los 4caros del género Brevipalpus, ademas de ser los
principales transmisores del CiLV, poseen un gran
numero de plantas hospederas y pueden vivir en cultivos
tanto citricos como no citricos que son exportados de
Centro y Sur América hacia Norte América, Europa
y Asia (Childers ez 4/, 2003). Childers ez al. (2003a)
reportan 486 plantas que hospedan la especie B.
phoenicis, por lo cual la leprosis CiLV-C es considerada
una amenaza para la industria citricola de varios paises.

El CiLV-C afecta varias especies de citricos, principal-
mente naranjos (C. cinensis) y mandarinos (Citrus
reticulata) (Domingues y Rodrigues 1999; Bastianel ez al.,
2006). Anteriormente, las tnicas plantas reconocidas
como hospederos naturales del virus de la leprosis
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CiLV-C eran rutdceas del género Citrus (Rodrigues
et al., 2003). Colariccio e al. (1995) lograron transmitir
mecdnicamente el virus hacia hospederos herbaceos y
plantas indicadoras como Chenopodium amaranticolor,
C. quinoa (Chenopodiaceae) y Glomphrena globosa
(Amaranthaceac). Lovisolo ez a/. (2000) ampliaron
el nimero de hospederos alternos del virus a 13 especies,
pertenecientes a las familias Amaranthaceae,
Tetragoniaceae y Chenopodiaceae. Nunes ez al. (2012),
mediante andlisis RT-PCR y microscopia electrénica,
reportan a Hibiscus rosa-sinensis, Malvaviscus arboreus
(Malvaceae), Grevilea robusta (Proteacecac) y Bixa
Orellana (Bixaceae), como plantas hospederas del virus.
En Colombia, el virus también fue detectado afectando
en forma natural hojas de Swinglea gluinosa, especie
ampliamente utilizada en el pais como cerca viva (Leén
et al., 2008).

Los métodos utilizados durante afios para el diagnéstico
de la enfermedad fueron el reconocimiento de sintomas,
las pruebas de transmisién mecdnica o con el dcaro
vector y los andlisis de tejido infectado mediante
microscopfa electrénica (Kitajima ez al., 1972; Colariccio
et al., 1995). Sin embargo, todos estos métodos tienen
una o més desventajas: no tienen especificidad, son
poco confiables, tienen altos costos y se requiere mucho
tiempo para obtener resultados.

Kitajima ez al. (1972) describen particulas virales de
CiLV-C en los tejidos de hojas sintomdticas; dichas
particulas no se encuentran en las dreas asintomdticas de
los alrededores, lo cual indica que el virus no es sistémico
en la planta y, por tanto, su diseminacién depende de
los habitos de alimentacién y el movimiento de los
4caros vectores infectados con el virus (Ferreira ez 4/,
2003; Rodrigues ez al., 2003).

Locali ez 4l. (2003) desarrollaron el primer método
especifico molecular para el diagndstico de la enfermedad
a través de RT-PCR (transcripcidn reversa - reaccién en
cadena de la polimerasa), ¢l cual permite una deteccion
del virus rdpida y eficiente en todos los tejidos infectados.
Los diagnésticos mediante RT-PCR han sido utilizados
para confirmar la presencia del virus en el vector y también
para estudiar la resistencia genética o la tolerancia de
genotipos de citricos, puesto que mediante estas pruebas
es posible detectar el virus en plantas asintomaticas
(Freitas et al., 2003, 2005; Gémez et al., 2005; Bastianel
et al., 2004). En Colombia no existen reportes sobre
diagnéstico de CiLV-C en 4caros vectores. Kubo ez 4/.
(2011) reportan deteccién del virus CiLV-C y otros
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virus de plantas en 4caros Brevipalpus spp., usando la
técnica RT-PCR con iniciadores especificos y resultados
positivos.

La caracterizacién molecular del CiLV-C fue posible a
través de la extraccion de moléculas de ARN de hojas
de citricos con sintomas de leprosis. Colariccio ez al.
(2000) y Rodrigues e 4l. (2000) mostraron la presencia
de moléculas de ARN en tejidos con leprosis, mientras
que Locali ez a/. (2003) demostraron la naturaleza viral
de estas moléculas y las usaron para construir la secuencia
ADN del virus citoplasmético. Con la secuencia parcial
del genoma del virus CiLV-C se obtuvieron dos pares
de iniciadores que amplifican especificamente regiones
dentro de la replicasa putativa (Rep) y la proteina de
movimiento (MP), para la deteccién del CiLV-C por
medio de RT-PCR. Locali e al. (2006) y Pascon et al.
(2006) publicaron la secuencia completa de nucledtidos,
la organizacién genética y el andlisis filogenético del
virus de la leprosis tipo citoplasmatico CiLV-C.

Segun Locali ez al. (2004) y Freitas e al. (2005), los
resultados de pruebas de deteccién molecular con los
iniciadores que amplifican eficientemente regiones del
virus citoplasmético CiLV-C no sirven para hacerlo
con el virus nuclear CiLV-N, con lo cual se comprobé
que los dos virus son diferentes. Guerra ez al. (2007)
reportan la caracterizacién parcial del genoma del
virus citoplasmético (CiLV-C), con ARN de genoma
bipartita y confirman que los sintomas causados por los
dos tipos de CiLV, el nuclear y el citoplasmaético, son
causados por dos virus distintos.

La deteccién del virus de la leprosis de los citricos
(CiLV-C) en Colombia se efectué por métodos
moleculares RT-PCR y microscopia electrénica. El
analisis RT-PCR fue efectuado con los iniciadores
MPF (5-CGTATTGGCGTTGGATTTCTGAC-3)
y MPR (5“-TGTATACCAAGCCGCCTGTGAACT-3),
que amplificaron fragmentos especificos del genoma
viral. Una de las amplificaciones de DNA citoplasmdtico
fue secuenciada (NCBI-GenBank DQ272491) y esta
secuencia coincidié 98% con la secuencia de nucleétidos
del GiLV-C aislado del Brasil (GenBank AY289190.1),
lo cual permitié adelantar el diagndstico molecular del
virus en Colombia (Ledn e 4., 2006a).

Colariccio et 4l. (2000) y Guerra et al. (2007) describieron
la asociaciéon de ARN bipartito, positivo del virus
de la leprosis de los citricos citoplasmatico CiLV-C.
La secuencia completa del genoma bipartito de CiLV-C
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muestra que el ARN1 posee dos marcos de lectura abierta
(open reading frame —~ORF-). El ORFI en el ARN1
codifica una poliproteina de 276 kDa y el ORF2 en el
ARN1 no muestra ninguna similitud con otras secuencias
en el GenBank. El ARN?2 tiene tres ORE. Si bien ORF1
y ORF3 de ARN2 no muestran ninguna similitud con
las secuencias en el GenBank, el ORF2 codifica una
proteina de movimiento 30,6 kDa.

Recientemente en Colombia, la deteccidn del CiLV-C
mediante la técnica RT-PCR no resulté exitosa.
Lenis y Angel (2010) evaluaron 15 parejas de iniciadores
diferentes para la deteccién del CiLV-C por medio de
pruebas RT-PCR y solamente lograron deteccién del
virus con una pareja (LCL1/MP4), que codifican con
la proteina de movimiento P32, pero los resultados no
fueron reproducibles. Estos resultados confirman que
el CiLV-C en Colombia presenta diferencias con las
secuencias previas reportadas en la base de datos
del GenBank. Por ello concluyen que el diagndstico
mediante técnicas RT-PCR, con los iniciadores que
originalmente detectaron, presenta inespecificidad
para la amplificacién molecular de diferentes regiones
del genoma y sugieren que el virus CiLV-C presente en
Colombia se debe secuenciar para establecer el grado de
variabilidad entre estos aislamientos.

Roy et al. (2013) confirman que durante 2010 y 2011,
las prucbas de diagnéstico por RT-PCR, con los
iniciadores amplificados de la secuenciaciéon GenBank
DQ272491, fallaron para detectar el virus de la leprosis
en Colombia; los escasos resultados positivos obtenidos
no fueron reproducibles cuando el virus se logrd
detectar con dichos iniciadores.

Por ello, en trabajo cooperativo con la Universidad de
La Florida y USDA-APHIS, se secuencié nuevamente
el genoma completo del virus, a partir de muestras con
sintomas de leprosis, colectadas en los departamentos
del Meta y Casanare. Con dichos trabajos, se encontré
un nuevo tipo de virus de leprosis en Colombia, el cual
de acuerdo con el andlisis filogenético, se clasificd como
miembro del género Cilevirus y se denomind virus de la
leprosis de los citricos tipo 2 (CiLV-C2). Aun cuando
la estructura de los genomas de los dos virus es muy
similar, el genoma completo de CiLV-C2 contiene en
sus ARN 1y 2 un total de 8.717 y 4.989 nucledtidos
respectivamente, a diferencia del CiLV-C (GenBank
accesion DQ157465-66), que posee 8.730 y 4.975
nucledtidos en los ARN1 y ARN2 respectivamente.
El marco de lectura abierta 1 (ORF1) del CiLV-C2

codifica el médulo de replicacién y contiene en su
ARNI, maximo 60% de nucledtidos y aminoécidos
idénticos a los que posee el ORFI del CiLV-C; la
proteina putativa (CPG) p29, del CiLV-C2, tiene en
su secuencia unicamente 48% de nucledtidos y 33% de
aminoécidos idénticos a los de la secuencia de la p29
del CiLV-C. Ademis, el ARN2 del nuevo CiLV-C2,
que codifica el movimiento de proteina MP, contiene
un marco de lectura abierta adicional y una proteina
hipotética (p7) mds que el ARN2 del CiLV-C (Roy
etal.,2013).

Para efectuar la deteccion del virus de la leprosis
CiLV-C2 mediante pruebas moleculares RT-PCR, en
el presente trabajo, se utilizaron los iniciadores (CPG-F
y CPG-R), desarrollados en la investigacién de Roy ez al.
(2013) y se comparan con los iniciadores MPR y MPF,
anteriormente utilizados.

MATERIALES Y METODOS

Inicialmente, se realizaron pruebas moleculares con
la técnica RT-PCR en muestras de hojas de naranja
valencia (C. sinensis L.) y Swinglea glutinosa con lesiones
de leprosis, colectadas de 4rboles que anteriormente
habian resultado positivos a CiLV-C mediante RT-PCR
con los iniciadores MPF y MPR, secuencias
5’-CGTATTGGCGTTGGATTTCTGAC-3" y
5>-TGTATACCAAGCCGCCTGTGAACT-3,
respectivamente, que codifican la proteina de movimiento
(339 bp). Posteriormente, luego de confirmar la deteccién
negativa del virus con dichos iniciadores, se procedié a
efectuar pruebas de deteccion molecular para el virus
de la leprosis de los citricos tipo 2 (CiLV-C2). Para la
deteccién del virus CiLV-C2, se utilizaron los iniciadores
especificos  desarrollados por Roy er al. (2013)
denominados iniciador especifico positivo CPG-F,
secuencia 5-ATG AGT AAC ATT GTG TCG TTT
TCGTTG T-3’ einiciador especifico negativo CPG-R,
secuencia S’TCA CTC TTC CTG TTC ATC AAC
CTG TT-3) que codificaron exitosamente el amplicén
del gen de proteina de la cubierta CPG - 795 bp, para
muestras de Colombia. En las pruebas realizadas, se
incluyé paralelamente la utilizacién de los iniciadores
MP, para comparacién de los diagndsticos; adicional-
mente, se realizaron pruebas de deteccién RT-PCR en
dcaros B. phoenicis, previamente colocados en alimentacion
sobre hojas de naranja valencia con lesiones de leprosis
de los citricos.
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Obtencion del material vegetal y dcaros B. phoenicis

La obtencién del material vegetal se realizé mediante
colecta de muestras de hojas y frutos de naranja valencia
con sintomas de leprosis de los citricos, en drboles de
fincas del Meta y Casanare, asi como en los huertos de
citricos de los centros de investigacién La Libertad y
Taluma de Corpoica. Los drboles muestreados habifan
resultado positivos a CiLV-C en estudios anteriores,
mediante pruebas RT-PCR con los iniciadores MPR y
MPE. Para S. glutinosa, se colectaron hojas con lesiones
de leprosis en las localidades de Guamal y Villavicencio.

En el departamento de Casanare, las muestras se
colectaron en los municipios de Aguazul (finca Villa
Flor, 05°09’55,7” N y 72°414” O) y Yopal (finca
La Parcela, 05°2572” N y 73°59’11,04” O). En el
departamento del Meta, las muestras se colectaron
en los municipios de Villavicencio (C.I. La Libertad,
04°03’44,8” N y 73°27°9,6” O), Guamal (finca El
Progreso, 03°52’53,1” N y 73°45°44,7” O) y Puerto
Gaitdn (C.L Taluma, - 04°22°28,5” Ny 72°13°37,7” O).

Los 4caros vectores, libres de virus, se obtuvieron
de colonias de multiplicacién de B. phoenicis, del
laboratorio de entomologia de Corpoica en el C.I. La
Libertad. Para permitir la adquisicién del virus por
los 4caros, durante cinco dias se alimentaron adultos y
ninfas sobre hojas de naranja valencia con sintomas de
leprosis, colectadas en el C.I. La Libertad en Meta y la
finca Villa Flor en Casanare. En este proceso, se utilizd
la metodologia para adquisicion del virus descrita por
Leon, 2013. Una vez transcurrido el perfodo de adquisicién
del virus, se colectaron los dcaros y se almacenaron en
viales de vidrio con etanol 90% a temperatura controlada
de -20 °C. Posteriormente, se procesaron los 4caros
B. phoenicis y se efectu6 prueba de diagndstico molecular
RT-PCR para la deteccién molecular del virus
CiLV-C2, utilizando la metodologia descrita por Kubo
etal. (2011).

Procesamiento del material y pruebas RT-PCR

El diagnéstico molecular del virus mediante técnica
RT-PCR de las muestras de material vegetal se realizd
en el laboratorio de biotecnologia de Corpoica en el

Centro de Investigacién Tibaitatd.

La extraccién de ARN total de tejido vegetal se efectud
tomando 0,1 g de hojas o corteza de frutos con lesiones
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de leprosis por muestra segun el caso. La muestra se
maceré en nitrdgeno liquido hasta obtener una
proporciéon de polvo muy fino y se homogenizé
mediante la adicién de 100 pl de Trizol por cada
macerado; se siguié el protocolo para extraccion
de ARN con Trizol” de la compaifa Invitrogen. Las
pruebas de RT-PCR se realizaron utilizando Superscript
III First-strand Reverse Transcriptase (Invitrogen) de
acuerdo con el protocolo de la casa fabricante. Para
los 4caros vectores, se procesaron muestras con un
minimo de 20 individuos, de acuerdo con el protocolo

de extraccién de ARN con tapén (buffer) CTAB.

Para la deteccion de CiLV-C2 tanto en tejido vegetal
como en écaros se utilizé la técnica RT-PCR con
los nuevos pares de iniciadores CPG-F y CPG-R;
paralelamente se utilizaron los iniciadores MP-F
y MP-R para comparar los diagnésticos.

El resumen del protocolo es el siguiente: se obtuvo la
solucién de trabajo (2XRT mix:10 pl; RT Mix enzima:
2 ul; ARN: 4 pl; agua DEPC hasta 20 pl); se incubé a 25
°C durante 10 min, luego a 50 °C durante 30 min. La
reaccion se termind a 85 °C durante 5 min y se colocd
en hielo. Se agregé 1 pl de E. coli RNase H y se incubé
a 37 °C durante 20 min. Se utilizaron los siguientes
reactivos y cantidades en la prucba RT-PCR para
deteccion del CiLV-C2: buffer PCR 5X: 10 ul; MgCl2:
3 ul; ANTPs: 1 pl; iniciador CPG-F: 1 pl; iniciador
CPG-R: 1 yl; Taq polimerasa: 0,4 pl; agua ultrapura:
32,6 ul; cDNA: 1 pl.

El programa de termociclado utilizado en la prueba
fue: un ciclo de desnaturizacién inicial a 94 °C por
2 min; 35 ciclos de desnaturizacién a 94 °C por 15 s,
anillamiento a 55 °C por 30 s y extensién a 68 °C por
1 min; y un ciclo de extensién final de 72 °C por 5 min
y conservacién final a 4 °C por 1 min. Se tomaron
alicuotas de 8 pl de los productos RT-PCR vy se utilizé
el marcador de peso molecular Hyperladder IV para
visualizacién por electroforesis en gel agarosa 1%, buffer
TAE 1X, a 80 voltios durante 1 hora.

Las pruebas de diagnéstico molecular RT-PCR que se
exponen en la presente investigacion son las siguientes:

1. Prueba RT-PCR con iniciadores MP: deteccién de
CiLV-C con iniciadores MP, para muestras de hojas de
naranja (C. sinensis) y Swinglea gluinosa colectadas en
los departamentos del Meta (localidades La Libertad,
Guamal, Taluma) y Casanare (localidad de Yopal).
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2. Prueba RT-PCR en Meta y Casanare: compa-
racién de los iniciadores MP y CPG, para detecciéon
de CiLV-C y CiLV-C2, por medio de una prueba de
RT-PCR. Esta prueba se realizé con muestras de lesiones
de hojas de naranja valencia (C. sinensis), colectadas en
Meta y Casanare.

3. Prueba RT-PCR en tejido vegetal: deteccién de
CiLV-C2 con el nuevo iniciador especifico CPG, para
muestras de lesiones de hojas de S. glutinosa, y lesiones
de hojas y frutos de naranja valencia colectadas en Meta
y Casanare. Los amplicones obtenidos en la prueba 2
se utilizaron como controles positivos para Meta y
Casanare.

4. Prueba RT-PCR segun tamafio de lesiones en
citricos y S. glutinosa: deteccion de CiLV-C2 con el
nuevo iniciador especifico CPG, para hojas de naranja
valencia y S. glutinosa, colectadas en Meta y Casanare,
comparando muestras de lesiones de diferente tamano.
Para el control positivo se utilizé el producto RT-PCR
correspondiente a la muestra Casanare obtenido en la
prueba 2.

5. Prueba RT-PCR en 4caros B. phoenicis:
deteccién de CiLV-C2 con iniciadores MP y CPG, para
dcaros Brevipalpus phoenicis con periodo previo de tres
dias de alimentacién sobre hojas de naranja valencia,
colectadas de d4rboles positivos a CiLV-C2 en los
departamentos de Meta y Casanare. Los productos
amplificados en la prueba 2 se utilizaron como controles
positivos.

RESULTADOS Y DISCUSION
1. Prueba RT-PCR con iniciadores MP

Al desarrollar la prueba RT-PCR con los iniciadores
MP (339 pb) para la deteccion del virus de la leprosis de
los citricos en muestras de naranja valencia (C. sinensis)
y Swinglea glutinosa colectadas en los departamentos
de Meta y Casanare, localidades La Libertad, Guamal,
Taluma y Yopal, el resultado fue negativo para todas
las muestras analizadas, a pesar que en estudios
de diagnéstico previos habian funcionado para el
diagnéstico del virus CiLV-C en Colombia (Leén ez 4l.,
2006a). En el gel de agarosa 1%, obtenido de las muestras
evaluadas con los productos de PCR, como resultado de
la prueba, no se observa amplificacién de los fragmentos
esperados para ninguno de los casos. Esto demuestra que

el virus de la leprosis de los citricos citoplasmatico tipo 2
(CiLV-C2), el cual fue utilizado como control positivo
en lalinea 10 del gel, no es detectado con los iniciadores
MP (figura 1).

12345678910
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos RT-PCR con
iniciadores MP, para muestras de naranja y S. glutinosa colectadas en localidades
de Meta y Casanare.

1: marcador de peso molecular hyperladder IV, 2: Yopal-hojas, 3: Yopal-frutos, 4
y 5: La Libertad-hojas, 6 y 7: Guamal-hojas, 8: Guamal, S. glutinosa, 9: Taluma-
hojas; 10: control positivo (CiLV-C2) Casanare.

2. Prueba RT-PCR en los departamentos de Meta
y Casanare

Al comparar los iniciadores especificos CPG y MP, por
medio de la prueba molecular RT-PCR para la detecciéon
del virus de la leprosis CiLV, en lesiones de leprosis de
muestras de hojas de naranjo (C. sinensis L.), colectadas
en Meta y Casanare, se encontré que Unicamente los
nuevos iniciadores CPG lograron la amplificacion
de la secuencia genética esperada al nivel 795 bp,
mientras que con los iniciadores MP no se logré
ninguna amplificacién (figura 2). La concentracién
viral de las extracciones obtenidas fue de 335,9 ng/ul
parala muestra del Metay de 558,3 ng/ul para la muestra
de Casanare.

Este resultado explica los diagnésticos negativos de
deteccién para el virus de la leprosis de los citricos
obtenidos por Lenis y Angel (2010) y demuestra que el
virus presente en las muestras analizadas en localidades
de Meta y Casanare corresponde al nuevo virus citoplas-
mitico de la leprosis de los citricos tipo 2 (CiLV-C2),
reportado por Roy ez al. (2013).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos RT-PCR con iniciadores CPG y MP para muestras de naranja valencia colectadas en Meta y Casanare
M: Marcador de peso molecular 100 pb (Biolabs); 1: Meta iniciador CPG; 2: Casanare iniciador CPG; 3: Meta iniciador MP; 4: Casanare iniciador MP.

3. Prueba RT-PCR en tejido vegetal

En esta prueba de deteccion del virus de la leprosis de
los citricos tipo 2 (CiLV-C2), usando el nuevo iniciador
especifico CPG, sobre lesiones de hojas de S. glutinosa, y
lesiones de hojas y frutos de naranja valencia colectadas
en Meta y Casanare, Unicamente se encontraron
detecciones positivas para las muestras analizadas de
lesiones de frutos de Yopal, Casanare y lesiones de hojas

del C.I. La Libertad, Meta.

Teniendo en cuenta que los controles positivos utilizados
en esta prueba fueron amplificados exitosamente, se
esperaba deteccidon positiva para la totalidad de las
muestras analizadas, pero esto no sucedié de acuerdo

con lo esperado. Las concentraciones de ARN total
obtenidas con espectrofotémetro NanoDrop 1000
Thermo Scientific presentan diferencias considerables
para cada una de las extracciones (tabla 1), lo cual
permitiria explicar en parte los resultados obtenidos.

La minima concentracién de ARN total detectable en el
presente estudio fue de 132,7 ng/ul. Dado que las muestras
de frutos de Yopal y Taluma, y hojas de La Libertad 5
(figura 3, lineas 3, 5 y 10) superan esta concentracion,
con 176,2; 167,2 y 371,8 ng/ pl (tabla 1), resultaron
positivas para el virus de la leprosis de los citricos tipo 2
(CiLV-C2) con la técnica de diagnéstico RT-PCR
utilizada (figura 3).

1000 —
700 —

100 —
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos RT-PCR con iniciadores (PG
1: Marcador de peso molecular hyperladder IV; 2: Yopal hojas; 3: Yopal frutos; 4: La Libertad hojas; 5: La Libertad hojas; 6 y 7: Guamal hojas; 8: Swinglea, Guamal hojas; 9:
Taluma hojas; 10: Taluma frutos; 11: Control positivo Meta; 12: Control positivo Casanare.
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Tabla 1. Concentracién de ARN total obtenida de extracciones de tejido vegetal con lesiones de leprosis en los departamentos de Meta y Casanare

Columna Localidad Tejido vegetal ARN total ng/ pl

2 Yopal, Casanare N. valencia hojas 71,2
3 Yopal, Casanare N. valencia frutos 176,2
4 La Libertad, Meta N. valencia hojas 85,1

5 La Libertad, Meta N. valencia hojas 3718
6 Guamal, Meta N. valencia hojas 127,6
7 Guamal, Meta N. valencia hojas 87,8
8 Villavicencio, Meta S. glutinosa hojas 62,7
9 Taluma, Meta N. valencia hojas 2,1

10 Taluma, Meta N. valencia frutos 167,2

Estos resultados se explican también porque posterior-
mente Roy ez al. (2014) registraron el virus de la leprosis
de los citricos tipo nuclear (CiLV-N) en Colombia,
en infeccidon mixta con el CiLV-C y el CiLV-C2. Estos
autores encontraron que dicho tipo de virus afecta hojas
y frutos de naranja valencia y naranja comuin (C. sinensis)
y 8. glutinosa, lo cual implica que las muestras examinadas
en la presente investigacion pudieron estar afectadas
por lesiones de leprosis del tipo CiLV y CiLV-N, pero
no fueron detectadas en la prueba RT-PCR, puesto que
la prueba utilizada detecta tinicamente CiLV-C2.

4. Prueba RT-PCR segun tamano de lesiones de
citricos y 8. glutinosa

Esta prueba se realizé con el fin de lograr el diagnéstico
del virus tipo 2 (CiLV-C2), a partir de muestras de hojas
de naranja valencia y S. glutinosa, comparando lesiones

de leprosis grandes (mayores a 1,0 cm de didmetro)
y pequenas (menores de 0,5 cm de didmetro). Para el
control positivo, se utilizé el producto correspondiente
ala muestra positiva de Casanare obtenido en la prueba 2.

Los resultados muestran deteccién tnicamente en dos
de las diez muestras evaluadas. Se obtuvo amplificaciéon
para las muestras de hojas de naranjo (C. sinensis) con
lesiones menores de 0,5 cm colectadas de arboles del
C.I. La Libertad, y para la muestra de S. glutinosa con
lesiones pequenas colectada en Guamal, Meta. Parece
haber una mejor deteccién sobre las lesiones con
didmetros menores de 0,5 cm, pero los resultados
no permiten concluir con seguridad acerca del tamafio
apropiado para el diagnéstico positivo del CiLV-C2,
con el método RT-PCR utilizado en este estudio. Las
concentraciones virales obtenidas por cuantificacién con
espectrofotémetro NanoDrop 1000 Thermo Scientific,
para cada extraccidn se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Concentracién de RNA total obtenida en extracciones de lesiones de leprosis grandes y pequefias colectadas en los departamentos de Meta y Casanare

Columna Localidad Tamaio de lesion ARN total ng/ pl
2 Libertad 1, Meta menora 0,5 cm 1879
3 Libertad 4, Meta menora 0,5 cm 1214
4 Libertad 4, Meta mayora 1,0cm 56,4
5 Taluma, Meta mayora 1,0cm 67,8
6 Taluma, Meta menor a 0,5 cm 34,8
7 Yopal, Casanare mayora 1,0 cm 119,8
8 Yopal, Casanare menor a 0,5 cm 124
9 Guamal, Meta menor a 0,5 cm (S. glutinosa) 2333
10 Libertad 1, Meta mayora 1,0cm 77,8
11 Guamal, Meta mayora 1,0 cm 68,5
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Se destaca la amplificacién obtenida para la muestra  infeccién por virus de la leprosis tipo 2 (CiLV-C2), y se
de S. glutinosa con lesiones pequenas, lo cual permite  constituye en el primer registro de deteccién de este tipo
afirmar que esta planta no citrica es susceptible a la  de virus en una planta no citrica (figura 4).
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Figura 4. Flectroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos RT-PCR con iniciadores CPG para tejido vegetal con lesiones de diferente tamafio
1: Marcador de peso molecular hyperladder |V; 2: Libertad pequefias; 3: Libertad pequefias; 4: Libertad grandes; 5: Taluma grandes; 6: Taluma pequefias; 7: Yopal grandes;
8: Yopal pequenas; 9: S. glutinosa Guamal pequefias; 10: Libertad 1; 11: Guamal; 12: control positivo.

5. Prueba RT-PCR en 4dcaros B. phoenicis de dcaros B. phoenicis infectados con virus CiLV-C2 de
drboles de Meta y Casanare (lineas 2y 3). Los iniciadores
MP no lograron la amplificacién de ninguna de las
muestras de dcaros evaluadas, ni tampoco de los
controles utilizados en esta prueba. Los resultados
de esta prueba se presentan en la figura S.

El diagnéstico RT-PCR utilizando los iniciadores
especificos CPG permitid la deteccion exitosa del virus
de la leprosis de los citricos (CiLV-C2) para muestras
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos RT-PCR con iniciadores CPG y MP, para dcaros B. phoenicis infectados con virus GLV-C2
1: Marcador de peso molecular hyperladder 1V; 2: B. phoenicis Meta, iniciador CPG; 3: B. phoenicis, Casanare iniciador CPG; 4: B. phoenicis Meta, iniciador MP; 5: 8. phoenicis
Casanare iniciador MP; 6: control positivo Meta, iniciador CPG; 7: control positivo Casanare, iniciador CPG; 8: control Meta, iniciador MP; 9: control Casanare, iniciador MP.
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CONCLUSIONES

Se logré deteccién positiva del virus de la leprosis de
los citricos Tipo 2 (CiLV-C2), mediante la técnica
RT-PCR utilizando los iniciadores especificos CPG-F
y CPG-R, para muestras de tejido vegetal de naranjo
(C. sinensis) y Swinglea glutinosa, asi como para
dcaros vectores Brevipalpus phoenicis colectados en los
departamentos del Meta y Casanare, lo cual confirma la
presencia del virus citoplasmatico de la leprosis de los
citricos tipo 2 en Colombia.

Los iniciadores MP que venian siendo utilizados para
deteccién del virus de la leprosis de los citricos en
Colombia, no detectan el virus de la leprosis de los
citricos tipo 2 (CiLV-C2); con dichos iniciadores
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