Diagnóstico, caracterización molecular y regionalización de virus y viroides de gran impacto para el sector citrícola nacional: Resultados del proyecto FPTA 310.
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INTRODUCCIÓN
Los cítricos son el cultivo frutal más importante a nivel económico en el mundo. En el Uruguay la citricultura es un rubro con fuerte impacto socio-económico y constituye un sector exportador en expansión, el de mayor importancia dentro del área hortifrutícola. El litoral norte del país es la región de mayor producción con un 83% de la superficie total cultivada, concentrando el 90% de la producción de naranja, mandarina y pomelo. Por otro lado, la zona sur presenta el 17% de su superficie total cultivada y genera el 70% de la producción de limón. Desde el punto de vista comercial, la naranja constituye el 51.3% de la producción citrícola nacional y representa el 55% de las exportaciones, seguido de mandarina y limón, con un 32% y 13% de las exportaciones, respectivamente. Se percibe un ingreso aproximado de 85 millones de dólares anuales por concepto de dichas exportaciones. Sin embargo, las distintas especies de cítricos son susceptibles a numerosas enfermedades causadas por diversos microorganismos, entre los que están los virus y viroides, cuya consecuencia directa es la disminución en la producción, lo que provoca enormes pérdidas económicas en todas las zonas afectadas del mundo. Las enfermedades de mayor importancia son aquellas cuya vía de transmisión es el injerto, siendo los agentes responsables parásitos intracelulares tales cómo virus y viroides, que se propagan junto con el material vegetal. Existen diversas enfermedades provocadas por este tipo de patógenos que afectan a los cítricos, causando grandes pérdidas económicas que se estiman en el orden del 30% de la producción citrícola nacional. Hasta el presente trabajo, el estado del arte de la citricultura en el país era desconocido. Es por ello que nos planteamos realizar un exhaustivo estudio mediante la optimización y posterior uso de métodos moleculares de alta sensibilidad a fin de establecer, en las distintas zonas citrícolas del país y en sus variedades más representativas, la prevalencia de los siguientes patógenos: Virus de la Tristeza de los Cítricos (CTV), Virus de la Psorosis de los Cítricos (CPsV), Virus Satsuma Dwarf (SDV), Citrus Exocortis Viroid (CEVd), Hop Stunt Viroid (HSVd), Citrus Bent Leaf Viroid (CBLVd), Citrus Viroid-IV (CVd-IV) y Citrus Viroid-III (CVd-III). 

MATERIALES Y MÉTODOS
Se colectó un total de 1175 muestras (tallos y hojas) con la siguiente distribución geográfica: 1000 muestras de la región norte que comprenden los departamentos de Artigas, Salto, Paysandú y Río Negro y 175 muestras de la región sur, que comprende los departamentos de San José, Montevideo y Canelones. Las variedades colectadas fueron Navel (258) y Valencia (348) dentro de las Naranjas, haciendo un total de 606 muestras; Afourer (234) y Clementinas (183) dentro de las Mandarinas, con un total de 417 muestras; y 152 limones sin preferencia por alguna variedad. También se tuvo en cuenta al momento de la colecta, la edad de las plantas. Se establecieron 4 franjas etarias: de 0 a 5 años, de 6 a 14 años, de 15 a 20 años y más de 20 años. 
[bookmark: _GoBack]El tejido fue macerado en nitrógeno líquido y la extracción del RNA total se realizó con el RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) siguiendo las especificaciones del fabricante. Posteriormente se retrotranscribió el RNA con la enzima RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo) con hexámeros randómicos y posteriormente se procedió a la detección molecular para cada patógeno. Se lograron optimizar todos los métodos moleculares de manera exitosa para los mencionados patógenos, todos ellos basados en la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) tanto en tiempo final como en tiempo real. Todos los viroides fueron analizados por PCR en tiempo final al igual que el virus SDV. Para la detección de CPsV se utilizó una PCR en tiempo real con SYBR® con una Tm de 80ºC ± 0.5 ºC. Por último, para la detección de CTV se estandarizó una PCR en tiempo real con tecnología TaqMan dirigida a la región 5’UTR del virus y para su posterior caracterización se amplificó la región correspondiente al gen p25 mediante PCR en tiempo final. Los productos de PCR fueron secuenciadas bidireccionalmente en Macrogen (Corea del Sur) para su posterior análisis filogenético. 

RESULTADOS
Los resultados muestran que para los viroides CBLVd y CVd-IV no hubo detección en ninguna de las plantas analizadas, y para el viroide CEVd hubo detección en una única muestra. Es importante mencionar que el CVd-IV no ha sido previamente reportado en Uruguay y tampoco fue detectado en el presente estudio. Por otro lado, se detectaron 183 y 42 muestras positivas para los viroides CVd-III y HSVd, representando un 15,6% y 3,6% respectivamente del total de muestras colectadas. En cuanto a los virus, el que mostró mayor detección fue CTV, con un 93,3% de muestras positivas, lo que representa un total de 1096 muestras positivas del total analizado. Para CPsV se detectaron 529 muestras positivas lo que representa un 45% del total de las muestras colectadas. Por último, para SDV no se detectó ninguna muestra positiva. Cabe destacar que al momento la presencia de este virus en Uruguay no ha sido reportada. 
En cuanto a la caracterización molecular de CTV basada en el gen p25 se secuenciaron 451 muestras y se detectó la presencia de 5 de los 7 genotipos descritos hasta el momento. Estos fueron VT, T68, T3, RB y NC, con una elevada prevalencia de este último genotipo (87%). 

CONCLUSIÓN
Estos estudios representan un gran avance debido a que se generaron nuevas herramientas diagnósticas que permitieron aportar nuevos conocimientos respecto a la prevalencia y distribución por variedad/edad y región geográfica de importantes patógenos en la citricultura nacional. Estos resultados son la base de futuras acciones a tomar en el sentido de ir hacia una mejora en la producción citrícola del país. 
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