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Resumen

Se aplicó la técnica de reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qRT-PCR), usando SYBR 
Green para la detección específica del virus de la tristeza de los cítricos (CTV) en Colombia. Una pareja 
de iniciadores, diseñados a partir de secuencias conservadas en los marcos abiertos de lectura (ORF’s) 1b 
y 2, permitió amplificar el ARN genómico (ARNg), y un producto de 186 pb fue obtenido sin la presencia 
de dímeros o inespecificidad. El análisis de la curva de fusión mostró un pico entre 81 oC y 83 oC, con 
un coeficiente de correlación de 0,998 y una eficiencia de 99,1 %. La curva estándar se desarrolló a partir 
de una amplificación del producto de 186 pb y permitió realizar un análisis cuantitativo de las muestras, 
con un rango de detección de 1x108 hasta 1x103 copias de RNAg y con valores de coeficiente de variación 
bajos. La acumulación de CTV fue más alta en tejido foliar y en frutos que en corteza; entretanto, las 
diferencias demostradas entre varias especies de cítricos susceptibles a la infección fueron mínimas. Los 
resultados de este trabajo muestran que la mayor concentración de virus se encontró en el tercio superior 
de las plantas analizadas, seguida por el tercio bajo y, por último, el tercio medio. La qRT-PCR es un 
método específico y sensible de interés práctico en los procesos de detección de las enfermedades virales 
presentes en el cultivo de los cítricos y otros cultivos de interés comercial.
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Abstract

Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) was applied using SYBR Green for the specific detection of Citrus 
tristeza virus (CTV) in Colombian. Genomic RNA (gRNA) was amplified using primers designed from 
conserved sequences in the open reading frames (ORF’s) 1b and 2. We obtained a 186 bp product with 
neither dimers nor non-specificity. The analysis of the melting curve showed a peak between 81 °C and 
83 °C, with a correlation coefficient of 0.998 and an efficiency of 99.1 %. The amplification of the 186 
bp fragment resulted in the standard curve, which allowed the quantitative analysis of the samples with 
a detection range between 1x108 and 1x103 genomic RNA copies, with low variation coefficients. CTV 
accumulation was higher in foliar and fruit tissue than in the bark, and the differences observed among 
several citrus species susceptible to infection were minimal. The highest concentration of virus was found 
in the upper third of the analyzed plants, followed by the lower third and finally the middle third. The 
qRT-PCR is a specific and sensitive method, with a practical interest for the detection of viral diseases in 
citrus plants and other crops of commercial interest.

Keywords: absolute quantification; citrus diseases; Closterovirus; detection of plant pathogens; real-Time 
PCR SYBR Green.
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I. Introducción

La citricultura constituye el segundo renglón de 
importancia económica en el área de la produc-
ción de frutas en Colombia, pero enfrenta graves 
amenazas fitosanitarias debido a la presencia de 
enfermedades virales y a la alta incidencia de in-
sectos vectores que contribuyen a su propagación 
(1, 2). El virus de la tristeza de los cítricos (CTV) es 
el agente causal de la enfermedad viral de mayor 
impacto económico en este cultivo (3, 4). El am-
plio espectro de los síntomas provocados por el 
CTV define la enfermedad como un síndrome, lo 
que se relaciona con la complejidad de la estruc-
tura poblacional de los aislamientos de campo y la 
existencia de varios genotipos virales distribuidos 
globalmente (2, 5, 6). El CTV pertenece al género 
Closterovirus (4, 7, 8); es una partícula flexuosa de 
2000 nm de longitud por 11 nm de diámetro, que 
contiene una sola banda de ARN con sentido po-
sitivo, de un tamaño calculado de 20 Kb (4, 9), or-
ganizado en 12 marcos abiertos de lectura (ORF’s) 
(4, 8, 10). El término Tristeza hace referencia al 
decaimiento foliar que el virus ocasiona en las 
muchas especies de cítricos que infecta y que han 
sido injertadas sobre patrones de naranjo agrio (Ci-
trus aurantium) (4, 8, 11). Durante muchos años, el 
diagnóstico de la infección por CTV fue realizado 
mediante técnicas como la observación de sínto-
mas; estas pruebas biológicas se realizan a través 
de la inoculación, preferentemente por injerto de 
plantas indicadoras, como lima mexicana (Citrus 
aurantifolia); por métodos serológicos, basados en 
la reacción de determinantes antigénicos del virus 
con anticuerpos monoclonales y policlonales; por 
hibridación molecular con el ADN complementa-
rio o por transcripción reversa seguida de la reac-
ción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) (12, 13). 
Sin embargo, ninguno de estos métodos proporcio-
na una cuantificación acertada de la acumulación 
del virus en tejidos infectados. La cuantificación 
de partículas virales es importante para diversos 
propósitos, incluyendo la asociación potencial de 
la intensidad del síntoma con la acumulación de 
variantes virales, la evaluación de la resistencia de 
las variedades de cítricos o de plantas transgénicas 
a diversos aislados del virus o la evaluación de los 

efectos de la carga viral sobre la transmisibilidad 
del vector (14-16).

La técnica de reacción en cadena de la polimerasa 
en tiempo real (qRT-PCR) ha sido ampliamente uti-
lizada en estudios de la expresión de genes, detec-
ción de ácidos nucléicos específicos presentes en 
diversos tipos de muestras, así como en el diagnós-
tico y la cuantificación específica (2, 13, 17-22). La 
prueba de transcripción reversa seguida de la pcr 
en tiempo real (qRT-PCR) presenta sensibilidad, 
especificidad y reproducibilidad, condiciones de 
interés práctico que justifican su uso para la de-
tección del patógeno. Además, la posibilidad de 
obtener una cuantificación exacta del número de 
copias de ARN molde presente en una muestra 
hace de la qRT-PCR una herramienta valiosa para 
estudiar diversos aspectos de la biología del virus 
(2, 5, 7, 23). Los protocolos más usados por PCR 
en tiempo real utilizan dos diferentes métodos de 
detección: en el primero, el ADN sintetizado es 
detectado directamente mediante el fluorocromo 
SYBR Green, que se intercala entre las dos bandas 
de ADN, y en el segundo, el ADN hibrida con una 
sonda (sonda TaqMan®) que lleva un fluoróforo li-
gado a su extremo 5’ y a un apagador (quencher) 
en su extremo 3’; la fluorescencia de la sonda hi-
bridada es apagada debido a la proximidad de los 
dos fluoroforos, pero es detectada después de que 
la ADN polimerasa se desplaza e hidroliza la son-
da (19, 24). La cantidad de moldes se determina 
por cuantificación absoluta o relativa; en la prime-
ra, el número real de moldes de ácidos nucléicos 
presente en una muestra es determinado con una 
curva estándar, construida por amplificación de 
cantidades conocidas de moldes; en la segunda, la 
cantidad relativa de ácidos nucléicos presentes en 
diversas muestras se observa en comparación con 
un control interno, pero no se proporciona ningún 
indicio del número real de copias presentes en 
cada muestra (18-20, 25).

El objetivo del presente trabajo fue aplicar un mé-
todo de detección molecular del virus de la triste-
za de los cítricos (CTV) en Colombia mediante la 
técnica de transcripción reversa seguida de la re-
acción en cadena de la polimerasa en tiempo real 
(qRT-PCR) en diferentes tejidos y partes de la plan-



Luis Miguel Solano-Luna, Edisson Chavarro-Mesa, Jorge Evelio Ángel-Díaz

10 - Ciencia y Agricultura (Cien. Agri.) Vol. 15 (1). ISSN 0122-8420. eISSN 2539-0899. L-ISSN 0122-8420. Enero - Junio 2018, pp. 7-18. Tunja (Boyacá) - Colombia.

ta, con el fin de generar información para futuros 
trabajos sobre este y otros agentes fitopatógenos 
que pueden afectar el cultivo de los cítricos. Para 
esto se emplearon un par de iniciadores diseñados 
previamente por el IVIA (Instituto Valenciano de 
Investigación Agraria) (7).

Se implementó un protocolo de RT-PCR en tiempo 
real, usando SYBR Green, estableciéndose una cur-
va estándar externa para la cuantificación absoluta 
que pudiera cuantificar el número real de moldes 
de ARNg en extractos totales de ARN de tejidos 
de cítricos infectados. Este procedimiento permitió 
cuantificar el virus CTV en especies de cítricos y 
en diferentes tejidos infectados con el patógeno, 
muestreados en cultivos citrícolas colombianos.

II. Materiales y métodos

A. Recolección de muestras

El tipo de muestreo fue por selección intencionada 
o muestreo de conveniencia; en este tipo de mues-
treo la “representatividad” la establece subjetiva-
mente el investigador (26). El material biológico 
con síntomas de clorosis venosa, amarillamiento y 
decaimiento fue recolectado entre los meses de ju-
nio-julio, bajo una temperatura ambiental de 22 oC 
en promedio, en las zonas productoras de cítricos 
de los departamentos del Meta (Villavicencio, La 
Libertad-Corpoica), Norte de Santander (Bochale-
ma), Casanare (Yopal) y Cundinamarca (Mosque-
ra-Tibaitatá). Se obtuvieron un total de 19 muestras 
a partir de 6 plantas de cítricos, las cuales consis-
tieron en tejido foliar, corteza y frutos de distintas 
plantas de cítricos, como se observa en la Tabla I.

Tabla I. Registro de muestras recolectadas a partir de plantas de cítricos con presencia de síntomas de CTV.
Código Tipo muestra Planta de cítrico Ubicación
V01F Tejido foliar

Limón Tahitía en Cleopatra

Villavicencio 

4° 9′ 0″ N, 73° 38′ 0″ W

V01C Corteza
V01Fr Fruto
V02F Tejido foliar

Limón Tahití en Sunky x Jacobson

V02C Corteza
V02Fr Fruto
V03F Tejido foliar
V03C Corteza
V03Fr Fruto
C01

Tejido foliar* Naranjo dulceb
Bochalema

7° 37′ 0″ N, 72° 39′ 0″ WC02
Y01

Tejido foliar* Naranjo dulce
Yopal

5° 21′ 0″ N, 72° 24′ 0″ WY02
Ica 01F Tejido foliar

Naranjo dulce
Mosquera

4° 35′ 53″ N, 74° 4′ 33″ W

Ica 01C Corteza
Ica 01Fr Fruto
Ica 02F Tejido foliar

Limón mandarinocIca 02C Corteza
Ica 02Fr Fruto

*Para las regiones de Bochalema y Yopal solo fue enviado tejido foliar. Nombres científicos para las es-
pecies de cítricos analizadas; a Citrus latifolia, b Citrus sinensis, c Híbrido: Citrus x limonia.
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B. Extracción de ARN total

La extracción se realizó a partir de 50-100 mg de 
tejido vegetal tratado con nitrógeno líquido, pul-
verizado en mortero estéril y utilizando el reactivo 
TRIZOL® (Invitrogen®), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Posteriormente, se analizó la calidad 
de la extracción, mediante cuantificación espectro-
fotométrica (relación de absorbancia, A260/A280), 
en un NanoDrop Spectrophotometer ND-1000®. En 
promedio se obtuvieron 165 ng/µl y una relación 
A260/A280 de 1.9 para las extracciones totales del 
ácido nucleico.

C. Amplificación y clonación de un fragmento de 
ARN genómico (ARNg) del virus de la tristeza de los 
cítricos (CTV)

El proceso de amplificación se llevó a cabo en dos 
etapas; la primera fue la transcripción reversa o la 
síntesis del ADN complementario (ADNc), utilizan-
do el kit Super Script II First-Strand Synthesis System® 
for RT-PCR, Invitrogen®. Posteriormente, se utilizó el 
ADNc obtenido para amplificar un fragmento a partir 
de regiones conservadas en los ORF’s 1b y 2 del vi-
rus, donde las condiciones de concentración final de 
reacción fueron: 0.2 µM de cada iniciador (PM197F 
5’-CGCCAATTTGATCTGTGAACG-3’ y PM198R 
5’-GCGAAAGCAAACATCTCGACTC-3’), 1X buffer 
de PCR, 2 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTP’s y 0.1 
U/µl de Taq ADN polimerasa, para un volumen final 
de reacción de 25 µl. Las condiciones de termoci-
clado fueron; 95 ºC por 10 minutos, seguido de 49 
ciclos de 95 ºC por 2 s, 60 ºC por 10 s, 72 ºC por 15 
s, realizadas en un termociclador IQ5 de Biorad® (7).

El producto de amplificación fue clonado utilizando 
el vector PCR®2.1-TOPO de invitrogen®. Este se dejó 
a temperatura ambiente por un periodo de 10-30 mi-
nutos para garantizar que el fragmento amplificado 
se insertara en el vector; transcurrido este tiempo se 
guardó a -20 ºC. El proceso de transformación se rea-
lizó siguiendo el protocolo descrito por (24, 7), utili-
zando células de Escherichia coli DH5α electrocom-
petentes y solución salina a una concentración final 
de 300 mM (NaCl) y 50 mM (MgCl2); se utilizó un 
electroporador (BioRad Gene Pulser®), programado 
para un voltaje de 1.8 Kv, con un tiempo promedio 
de electroporación de 5.6 milisegundos. Las células 

fueron recuperadas en 600 µl de medio de selección 
2XYT líquido sin antibiótico, a una temperatura de 
37 ºC y en agitación constante durante una hora. 
Posteriormente, fueron sembradas sobre medio de 
selección sólido con antibiótico (ampicilina 100 mg/
ml) e incubadas a 37 ºC durante 16 horas (24, 7); a 
continuación, se llevó a cabo la extracción del DNA 
plasmídico mediante el protocolo de lisis alcalina 
propuesto por (38).

D. Amplificación por PCR en tiempo real

La pareja de iniciadores: PM197F y PM198R, diseña-
dos previamente en el IVIA por (7), fue utilizada para 
la amplificación de un fragmento de 186 pares de 
bases (pb). Se utilizó el fluorocromo Platinum SYBR 
Green qPCR SuperMix-UDG®, de Invitrogen®, a una 
concentración de 1X y 0,16 µM de cada iniciador, 
para un volumen final de reacción de 25 µl, siguien-
do las instrucciones del fabricante. Las condiciones 
de termociclado fueron las siguientes: 95 ºC por 10 
minutos, seguido de 45 ciclos de 95 ºC por 2 s, 60 ºC 
por 10 s, 72 ºC por 15 s, utilizando un termociclador 
IQ5 de Biorad®; se adicionó un ciclo final para la lec-
tura de la curva melting o curva de fusión (7).

E. Curva estándar

La elaboración de los estándares para la curva de 
referencia de PCR en tiempo real se realizó a partir 
de ADN plasmídico, que fue cuantificado en un Na-
noDrop Spectrophotometer ND-1000®, midiéndose 
los rangos de absorbancia de; A260/A280 y A260/A230. El 
ADN utilizado para este trabajo presentó una con-
centración inicial de 183 ng/µl, que correspondió a 
4,08x1010 copias; el número de copias se determinó 
siguiendo lo señalado por (27). Para la elaboración 
de la curva se realizaron tres ensayos, cada uno por 
triplicado, con el fin de comprobar la reproducibili-
dad de la técnica. La determinación de sensibilidad 
fue realizada a partir de una concentración inicial de 
1x108 copias, preparando diluciones seriadas hasta 
1x103 copias, que posteriormente fueron almace-
nadas a -70 ºC.

III. Resultados

El método de cuantificación absoluta qRT-PCR per-
mitió detectar el patógeno presente en las muestras 
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analizadas; entretanto, la cuantificación absoluta 
evidenció distintos niveles de acumulación de las 
partículas virales para los diferentes tejidos vege-
tales.

A. Amplificación de un fragmento de ARN 
genómico (ARNg) del virus de la tristeza de los 
cítricos (CTV)

Mediante el procedimiento de Transcripción Re-
versa (RT) y posterior amplificación del ADNc uti-
lizando PCR, se obtuvó un producto final de un 
tamaño aproximado de 186 pb, visualizado en un 
gel de agarosa al 2 %, como se observa en la Fi-
gura 1.

 1  2  3  4  5  6  7  8 

186 pb 

600 pb 

1500 pb 

Fig. 1. Detección de CTV por RT-PCR. En la línea 1: 
marcador de peso molecular 100 pb de Invitrogen. 
Línea 2-5, muestras: V01f, C01f, Y01, Ica01f. Línea 
6-7: blanco y control negativo (ADNc de cítricos 
sanos), Línea 8: control positivo, (ADNc de cítricos 
sintomáticos).

B. Optimización de PCR en Tiempo Real

La pareja de iniciadores PM197F-PM198R detectó 
ARNg correspondiente al virus CTV para cualquier 
tejido de cítricos, proporcionando los valores más 
bajos de ciclo del umbral (Ct). En los análisis mos-
trados de la curva melting (curva de fusión) para 
CTV se pudo determinar que el pico de tempera-
tura de fusión tuvo un rango variado entre el in-
tervalo de 81.5 oC a 83 oC, que correspondió al 
producto obtenido por estos iniciadores, además 
de confirmar la ausencia de dímeros de iniciado-
res o de algún tipo de inespecificidad (Figura 1 y 
Gráfica 1).

Gráfica 1. Curva de fusión para la amplificación 
de ARNg de CTV. En el eje (x) se observa la 
temperatura en grados celsius, y en el eje (y), el 
rango de unidades de fluorescencia relativa (UFR).

Una vez optimizada la PCR en tiempo real y a par-
tir de los estándares de ADN plasmídico, se obtuvó 
la curva estándar de referencia para la cuantifica-
ción de CTV, resultados mostrados en la Gráfica 
2. La curva estandarizada tuvo un coeficiente de 
correlación de 0,998 y una eficiencia de 99,1 %.
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A

B

Gráfica 2. Curva estándar de referencia para la cuantificación de CTV. (A) Curvas de amplificación 
obtenidas a partir de diferentes concentraciones de ADN plasmídico. El número de copias usadas fue en 
el orden de 1x108 a 1x103. (B) Curva estándar de referencia obtenida mediante regresión lineal de los 
valores del ciclo del umbral (Ct) vs. el logaritmo de las concentraciones iniciales conocidas.

C. Estimación del número de copias de ARN 
genómico

La cuantificación se realizó, inicialmente, a nivel 
de tejido foliar, donde los valores medios del ciclo 
del umbral (Ct) estaban dentro del rango dinámico 
de la curva estándar, entre 18,10± 0,111 mol/ng, 
a 27, 26 ± 0,106 mol/ng. Los valores porcentua-
les del coeficiente de variación (CV%) dentro del 
ensayo se encontraron en un rango de 0,38 % a 

1,17 %, mostrando buena reproducibilidad de la 
técnica, como se observa en la Tabla II. El núme-
ro estimado de copias del ARNg para los diversos 
aislados se extendió desde 8,27x105 mol/ng ± 
4,92x104 mol/ng a 6,01x103 mol/ng ± 3,43x102 
mol/ng de ARN total (ARNt), donde las muestras 
procedentes de Villavicencio (Lima Tahití) y de 
Tibaitatá mostraron el nivel de acumulación más 
altos, y las muestras procedentes de Yopal y de Bo-
chalema, el más bajo (Tabla II).
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Tabla II. Detección y cuantificación absoluta de copias de ARN genómico (ARNg) de CTV en las 
muestras usando una curva estándar externa.

Muestra Ct±D.S. a Cv% b Número de copias (x±E.S.)c

V01 20,63± 0,230 1,11 2,15 x 105 ± 4,48x 104

V02 23,14± 0,130 0,56 5,85 x 104± 2,76 x 104

V03 18,10± 0,111 0,61 8,27 x 105± 4,92 x 104

Y01 24,73± 0,044 0,17 2,38 x 104± 5,66 x 103

Y02 24,63± 0,290 1,17 2,50 x 104± 5,34 x 103

Ica 01 19,13± 0,124 0,64 4,78 x 105± 3,18 x 104

Ica 02 0,00± N/Ad -- 0,00±0,00
C01 27,04± 0,200 0,73 6,80 x 103± 7,30 x 102

C02 27,26± 0,106 0,38 6,01 x 103± 3,43 x 102

a Promedio del Ciclo umbral (Ct) y desviación estándar (D.S.) obtenida en los ensayos usando tres réplicas.
b coeficiente de variación (CV%) interensayos.

c Promedio del número de copias (X) por nanogramo de ARN total y error estándar (E.S.).
d No amplifica (N/A).

D. Acumulación de CTV en diferentes partes de 
plantas cultivadas en campo

Posteriormente, se determinó la carga viral en di-
ferentes hospederos y tejidos de la planta, como lo 
son la corteza, el fruto y el tejido foliar; en este úl-
timo se cuantificó a nivel de tercio superior, tercio 
medio y tercio inferior de la altura de la planta. Los 
valores del Ct obtenidos para los diferentes hospe-
deros variaron de 23,43 ± 0,086 mol/ng a 24,65 ± 
0,135 mol/ng, y los valores de CV% fueron bajos, 

entre 0,12 % y 0,54 % para naranjo y limón; Ct de 
21,92 ± 0,044 mol/ng a 24,84 ± 0,041 mol/ng y 
valores de CV% entre 0,05 % y 1,41 % para los in-
jertos. El número estimado de copias del ARNg se 
dio entre 2,13x104 ± 1,56x103 mol/ng y 4,11x104 
± 1,92x103 mol/ng ARNt para la naranja dulce y 
limón, y entre 1,94x104 ± 4,28x103 y 9,29x104 ± 
2,22 x 103mol/ng ARNt para los injertos, como lo 
muestran las Tablas III y IV. Presentándose la ma-
yor concentración de carga viral a nivel de tejido 
foliar, seguido de fruto y, por último, la corteza.

Tabla III. Detección y cuantificación absoluta de copias de ARN genómico (ARNg) de CTV en diferentes 
tejidos de naranjo y limón mandarino usando una curva estándar externa.

Muestra Cítrico Tejido Ct±D.S.a Cv% b Número de copias (x±E.S.)c

Ica 01 Naranjo dulce

Foliolo 23,43± 0,086 0,36 4,11 x 104±1,92 x 103

Corteza 24,65± 0,135 0,54 2,13 x 104±1,56 x 103

Fruto 23,88± 0,030 0,12 3,22 x 104±5,18 x 102

Ica 02 Limón mandarino

Foliolo 0,00± 0,00 -- 0,00±0,00

Corteza 0,00± 0,00 -- 0,00±0,00

Fruto 0,00± 0,00 -- 0,00±0,00

a Promedio del Ciclo umbral (Ct) y desviación estándar (D.S.) obtenida en el ensayos usando tres réplicas.
b coeficiente de variación (CV%) interensayos.

c Promedio del número de copias (X) por nanogramo de ARN total y error estándar (E.S.).
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Tabla IV. Detección y cuantificación absoluta de copias de ARN genómico (ARNg) de CTV en diferentes 
tejidos de injertos usando una curva estándar externa.

Muestra Patrón/injerto Tejido Ct±D.S.a Cv% b Número de copias (x±E.S.)c

V 01
Cleopatra/L. Tahití Foliolo 22,65±0,157 0,69 6,50 x 104±2,45 x 103

Cleopatra/L. Tahití Corteza 24,71±0,350 1,41 2,10 x 104±5,93 x 103

Cleopatra/L. Tahití Fruto 24,31±0,210 0,86 3,52 x 104±3,43 x 103

V03
Sunky/L. Tahití Foliolo 21,92±0,044 0,20 9,29 x 104±2,22 x 103

Sunky/L. Tahití Corteza 24,84±0,041 0,16 1,94 x 104±4,28 x 103

Sunky/L. Tahití Fruto 23,10±0,013 0,05 4,91 x 104±3,37 x 102

a Promedio del Ciclo umbral (Ct) y desviación estándar (D.S.) obtenida en el ensayos usando tres réplicas.
b Coeficiente de variación (CV%) interensayos.

c Promedio del número de copias (X) por nanogramo de ARN total y error estándar (E.S.).

Debido a que la mayor carga viral se presentó 
en el tejido foliar, se llevó a cabo una detección 
y cuantificación de tejido foliar a nivel de tercio 
superior, tercio medio y tercio inferior, para ver la 
disposición del virus en la planta. Los valores del 
Ct obtenidos para las diferentes muestras de tejido 
foliar variaron de 17,23 ± 0,079 mol/ng a 22,56 
± 0,046 mol/ng, y los valores de CV% fueron ba-

jos, entre 0,05 % y 0,45 %. El número estimado 
de copias del ARNg se encontró entre 4,82x104 
± 1,13x103 mol/ng y 7,39x105 ± 3,01x104 mol/
ng ARNt; donde la más alta concentración se dio 
en el tercio superior, seguido del tercio inferior y, 
por último, el tercio medio, como se observa en la 
Tabla V.

Tabla V. Detección y cuantificación absoluta de copias de ARN genómico de CTV en los diferentes 
tercios del tejido foliar de la planta usando una curva estándar externa.

Muestra Cítrico
Tercio de la 

planta
Ct±D.S.a Cv% b

Número de copias 
(x±E.S.)c

V01f Limón Tahití en 
Cleopatra

T. Superior 17,23±0,079 0,45 7,39 x 105±3,01 x 104

T. Medio 20,01±0,043 0,21 1,80 x 105±3,95 x 104

T. Inferior 18,44±0,071 0,38 4,11 x 105±1,48 x 104

V03f
Limón Tahití en 
Sunky por Jacob-

son

T. Superior 18,74±0,068 0,36 3,50 x 105±1,20 x 104

T. Medio 19,90±0,010 0,05 1,88 x 105±1,24 x 102

T. Inferior 19,33±0,063 0,32 2,59 x 105±8,30 x 104

Ica 01f
Naranjo

T. Superior 19,35±0,055 0,28 2,54 x 105±7,06 x 104

T. Medio 22,56±0,046 0,20 4,82 x 104±1,13 x 103

T. Inferior 20,03±0,059 0,29 1,76 x 105±5,35x 103

a Promedio del Ciclo umbral (Ct) y desviación estándar (D.S.) obtenido en los ensayos usando tres réplicas.
b coeficiente de variación (CV%) interensayos.

c Promedio del número de copias (X) por nanogramo de ARN total y error estándar (E.S.).
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IV. Discusión y conclusiones

El diagnóstico de CTV, agente causal de una de las 
enfermedades más onerosas en el cultivo de los 
cítricos (4), fue realizado por indexación biológica, 
serología, hibridación molecular o técnica de PCR 
(28-34, 13, 23), pero ninguno de estos procedi-
mientos permite la cuantificación exacta de la acu-
mulación del virus (7). La PCR en tiempo real ha 
sido adaptada como método diagnóstico debido 
a su mejor celeridad y reproducibilidad, además 
de reducir el riesgo de contaminación (20). En el 
presente trabajo se aplicó un protocolo cuantitati-
vo de PCR en tiempo real que estima de manera 
confiable el número de copias de RNA genómico 
(ARNg) de CTV en el ARN total (ARNt) extraído del 
tejido de cítricos infectados.

En comparación con los programas basados en 
sondas de secuencia específicas, el uso de SYBR 
Green elimina el costo de la síntesis de la sonda, 
permite la valoración exacta de la carga viral sobre 
un amplio rango y es un procedimiento confiable 
para la cuantificación de CTV, puesto que la detec-
ción no es afectada por secuencias heterogéneas 
en la región abarcada por los iniciadores (35).

Este protocolo permitió la valoración exacta del 
número de copias del ARNg en los diferentes teji-
dos de las diversas especies de cítricos infectados 
con el virus CTV, los cuales se diferencian por la 
característica de su patogenicidad (7, 15). Fue no-
torio en los análisis realizados que la acumulación 
de ARNg de CTV varió con el tipo de tejido y con 
la especie del hospedero donde se cuantificó, mos-
trando que hay mayor tendencia de acumulación 
del virus en el tejido foliar que en la corteza o el 
fruto.

Los estudios anteriores, basados en la detección 
de la cubierta proteica de CTV mediante ELISA, 
no encontraron diferencias claras en la carga viral 
de los tejidos de brotes, hojas o pedúnculos del 
fruto (28); sin embargo, los datos obtenidos en el 
presente trabajo sugieren que el número de copias 
de ARNg en los diferentes cultivos de cítricos fue 
mayor en las variedades injertadas (Limón Tahi-
tí, Citrus latifolia, en Cleopatra, Limón Tahití en 
Sunky x Jacobson) que en las de naranjo dulce (Ci-

trus sinensis) o limón mandarino (Híbrido: Citrus 
x limonia).

El radio de dispersión de los virus de célula a célu-
la varía de acuerdo con la clase y edad de las célu-
las de las plantas infectadas, y es mayor en células 
alargadas y jóvenes que en las viejas y redondas 
(4), lo cual se vio reflejado en el análisis que se 
realizó a nivel de tejido foliar y en los diferentes 
tercios de la planta, donde la mayor concentración 
se presentó en el tercio superior de la planta, y la 
menor, en el tercio medio.

En (36) se utilizó la técnica de Polimorfismos en la 
Longitud de los Fragmentos de Restricción (RFLP) 
con las enzimas de restricción Hae III y Kpn I para 
diferenciar las razas débiles de las severas; sin 
embargo, la sensibilidad de la RT-PCR en tiempo 
real fue 1000 veces superior a la RT-PCR conven-
cional y a la inmuno-captura (IC)-RT-PCR, y 1x106 
veces mayor que las técnicas de inmunodetección 
ligadas a enzimas (ELISA) (11, 37). Lo anterior es 
importante para futuros estudios de discriminación 
de aislamientos de CTV utilizando la técnica de 
RT-PCR en tiempo real, como se realizó en (3), 
donde se identificó mediante esta técnica y el uso 
de sondas taqMan la presencia de aislamientos in-
ductores de características graves y moderadas y 
de los aislamientos T-36. En (37) se desarrolló una 
multiplex RT-qPCR para la detección simultánea 
de Citrus psorosis virus (CPsV), Citrus variegation 
virus (CVV) y Citrus tristeza virus (CTV), en una 
sola reacción, la cual demostró ser 1000 veces más 
sensible que las técnicas convencionales de detec-
ción, proporcionando así una valiosa herramienta 
como alternativa para la detección de estos virus y 
otros agentes fitopatógenos de cítricos.

Estos resultados indican que el procedimiento aquí 
descrito es de utilidad no solo para los diagnós-
ticos, sino también para estudiar diversos aspec-
tos de la biología del virus, como la respuesta de 
los diferentes órganos a la infección por este, los 
efectos potenciales de la acumulación del virus en 
brotes jóvenes, la expresión de síntomas y la trans-
misibilidad del áfido, además de la resistencia re-
lativa de diversos cultivares o plantas transgénicas 
de cítricos a aislamientos específicos de CTV (7).
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De igual manera, la detección rápida y precisa de 
CTV obtenida en este trabajo mediante el uso de 
qRT-PCR representa una herramienta de apoyo a 
las medidas de control para limitar la propagación 
de la enfermedad; además, puede implementarse 
en los programas de cuarentena, erradicación y 
certificación (10, 23), debido a la importancia eco-
nómica de los cítricos y a su susceptibilidad hacia 
ciertos artrópodos y patógenos transmisibles por 
medio de injertos. La técnica de PCR en tiempo 
real es un método específico y sensible, de utilidad 
en los procesos de detección de las enfermedades 
virales presentes en este y otros cultivos de interés 
agrícola.
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