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Resumen

En el ultimo medio siglo, la industria citricola en Uruguay ha tenido un fuerte
impacto socio econdémico, manteniéndose competitiva en los mercados mundiales
mediante la introduccién de nuevas variedades y el mejoramiento en las practicas
de produccion para la obtencion de predios altamente productivos. Segun datos
del MGAP - DIEA, la produccion de naranjas, mandarinas, limones y pomelos de
la zafra 2020 fue de 218.671 toneladas, generando ingresos por valor de 72 millones
de dodlares y mas de 20.000 puestos de trabajo.

Debido a la homogeneidad genética de los cultivos, producto de la seleccion
de rasgos economicamente valiosos, las distintas especies de citricos son
susceptibles a agentes patdgenos que impactan negativamente en la produccion.
Las distintas enfermedades son de etiologia multiple (hongos, bacterias, virus,
viroides, protozoos) y se caracterizan por disminuir el vigor de los
arboles afectados, asi como su vida til, conduciéndolos a producir fruta de menor
calibre y calidad, y producciones menores; incluso pueden provocar la muerte de
los arboles afectados. Algunos de los virus y viroides responsables de dichas
afecciones son el citrus tristeza virus (CTV), citrus psorosis virus (CPsV), satsuma
dwarf virus (SDV), citrus exocortis viroid (CEVd), hop stunt viroid (HSVd), citrus
dwarfing viroid (CDVA), citrus bark cracking viroid (CBCVd) y citrus bent leaf viroid
(CBLVd).

El control de las enfermedades causadas por CPsV, SDV y los viroides
previamente mencionados, se logra realizar mediante el saneamiento vy
certificacién de plantas a liberar a campo. En cambio, debido a la naturaleza y
estructura poblacional de virus de RNA, la enfermedad causada por CTV requiere
mecanismos mas complejos de control, como la proteccién cruzada (PC). La
existencia de variantes genéticas de CTV con diversos grados de severidad
coexisten en una misma planta, formando complejas poblaciones virales
(cuasiespecies) con diferentes caracteristicas bioldgicas. A su vez, la transmisiéon
por afidos juega un papel crucial en la evolucidn de las cuasiespecies, ya que fuerza
a las poblaciones a pasar por cuellos de botella transmitiendo efectivamente una
pequena proporcion de la diversidad poblacional. Desde el punto de vista
experimental, la transmision por afidos ha sido crucial para la separacion de
genotipos en las poblaciones de CTV, y poblaciones homogéneas del genotipo
a controlar son esenciales para que la PC funcione.

En el presente trabajo nos planteamos mapear, por primera vez a nivel pais, la
incidencia y distribucion de virus y viroides que afectan los cultivos de citricos del
Uruguay, ya que constituye el paso principal para el desarrollo de sistemas de
control efectivos para su manejo. A su vez, nos propusimos realizar la
caracterizacién bioldgica, molecular y evolutiva de tres subaislados de



CTV, obtenidos de un aislado de campo a partir de transmision por un sélo afido
(SAT), con el objetivo de brindar informacion fundamental para el desarrollo de la
PC en el pais y conocer la patogénesis del virus que varia de acuerdo a las variantes
minoritarias presentes en la muestra. , como se ha demostrado para los virus RNA,

Se pusieron a punto distintas PCRs cualitativas y cuantitativas, y se
analizaron 1175 muestras colectadas al azar a lo largo de las zonas citricolas norte y
sur del pais, incluyendo las especies y variedades econdémicamente mas relevantes.
Los andlisis de deteccién molecular mostraron que solamente el 6% de las
muestras analizadas fueron negativas para todos los patdgenos en estudio,
mientras que el 93% fueron positivas para CTV. Cabe destacar que el virus SDV y
los viroides CBLVd y CBCVd no fueron detectados. Las coinfecciones se detectaron
de manera frecuente, encontrando plantas con hasta cuatro patégenos al mismo
tiempo y con la presencia de CTV en todas ellas. De acuerdo al analisis filogenético
de CTV, basado en regiones parciales del genoma, se detectaron 5 de los 8
genotipos descritos hasta el momento. El genotipo mas prevalente fue el HA16-5
con una frecuencia de deteccion de 87%, seguido de los genotipos T68, VT y RB.
Mediante analisis filogeograficos y de coalescencia, basados en el gen de la capside
viral, se logré determinar el patron de distribucion geografica del genotipo mas
prevalente y su afio de ingreso a Uruguay.

En cuanto a la caracterizacion de los tres subaislados obtenidos mediante
SAT, se lograron obtener los genomas completos mediante NGS y se observo que
dos de ellos presentan un tnico genotipo (RB, Resistance-Breaking) mientras que
el tercero esta coinfectado por dos genotipos (VT y RB). Cabe destacar que la
sintomatologia de las plantas infectadas con el subaislado coinfectado fue
mas severa que en los casos de mono-infeccion. También se logré determinar que
la estructura del genotipo RB presente en los tres subaislados es recombinante y
presenta una similitud nucleotidica y aminoacidica de 99.9% entre subaislados. Sin
embargo, la similitud entre los genotipos RB y VT fue de 68.1% a nivel de
nucledtidos (nt) y 80.8% a nivel de aminodcidos. También se lograron caracterizar
los cambios sinénimos, no sinénimos y no codificantes de los tres subaislados, asi
como reconstruir las redes de haplotipos basados en estos cambios.

En suma, esta tesis brinda el primer reporte exhaustivo sobre la
epidemiologia molecular de varios virus y viroides que afectan a los citricos de
nuestro pais, incluyendo los genotipos mas prevalentes de CTV. Esta informacion
destaca la importancia de mantener la vigilancia epidemioldgica sobre estos
patdgenos, ya que contribuye en una mejora en la produccidn citricola nacional,
redundando en una mejora econdémica para el pais. A su vez, aporto
informacion fundamental sobre la caracterizacion bioldgica, molecular y evolutiva
de subaislados del genotipo RB de CTV. Esta informacion representa un gran
aporte para el desarrollo de la PC como mecanismo de control del virus en el pais.






1. INTRODUCCION GENERAL

Los citricos y sus derivados son fuente de vitaminas, minerales y fibra
alimentaria, esenciales para el bienestar nutricional. Ademas del consumo como
jugo o fruta fresca, los citricos se producen para la obtencion de aceites esenciales
y acido citrico, y los subproductos son utilizados como alimento para animales
entre otros. Considerado un commodity, es uno de los cultivos frutales mas
importantes a nivel econdomico en el mundo. Este cultivo se origino en el sureste
asidtico y actualmente se extiende por mas de 140 paises de las zonas tropicales y
subtropicales del planeta, abarcando mas de 8.7 millones de hectareas (ha) con una
produccién aproximada de 143 millones de toneladas (Libro Anual Estadistico

2020, FAO, https://www.fao.org/3/cb6492en/cb6492en.pdf). Las especies mads

cultivadas son las naranjas, con mas de la mitad de la produccién mundial,

seguidas de mandarinas, limones y pomelos.

Una planta de citricos se realiza injertando yemas de una variedad seleccionada
sobre un portainjerto cultivado a partir de semillas. Las especies o hibridos
utilizados como pie son poliembridnicas y al sembrar sus semillas generalmente
germina uno de los embriones nucelares en lugar del embrion cigético, lo que da
lugar a la homogeneidad genética de los patrones en una plantacion. Por otro lado,
la propagacion vegetativa de la variedad injertada sobre el pie garantiza la
uniformidad genética de las copas. Este proceso permite elegir el pie mas adecuado
para las condiciones locales de cultivo y la variedad que se desea producir,
asegurando la homogeneidad de la produccion. Sin embargo, la reducida variedad
genética del cultivo hace que las plantaciones sean mas vulnerables al ataque por

patégenos (Ruiz-Ruiz, 2009).

A lo largo de la historia, la utilizacion de distintos pies ha estado condicionada
en buena medida por la aparicién y dispersion de distintos patogenos. Las
epidemias ocurridas en el siglo XIX por oomicetes del género Phytophthora dieron
lugar a la utilizacion casi exclusiva del naranjo amargo (Citrus aurantium L.) como
patron, dada su resistencia a la enfermedad producida por este patdgeno y a sus
buenas cualidades agrondmicas. Sin embargo, con la aparicién de la enfermedad

conocida como Tristeza, causada por el Virus de la Tristeza de los Citricos (Citrus



Tristeza Virus, CTV), ocurrio la destruccién masiva de estas plantaciones. Es asi
que en la actualidad la especie Poncirus trifoliata y los hibridos citrange Carrizo y
Troyer, son los portainjertos mas utilizados por su tolerancia al decaimiento
causado por CTV y por la buena calidad de fruta que inducen en las variedades

(Moreno et al., 2008; Roistacher et al., 2010).
1.1. La Citricultura en Uruguay

En Uruguayj, la citricultura es un rubro con un fuerte impacto socio-econéomico
y constituye un sector exportador en expansion; el de mayor importancia dentro
del rubro hortifruticola. En el afio 2020, la produccion de citricos alcanzé un total
de 218.671 toneladas, con ingresos del orden de los 72 millones de doélares. La
distribucién de la produccion por especie citrica correspondio a un 40,5% de
naranjas, 34,6% de mandarinas, 24,6% de limones y 0,3% de pomelos.
Actualmente, son ocho las empresas con mas de 400 ha cada una, responsables del
62% de la produccion nacional, mientras que el 64% de los establecimientos
constan de menos de 10 hectdreas de citrus y explican solamente el 4% de lo
producido (Anuario OPYPA 2020). La importancia socio-econémica del rubro en
nuestro pais es destacada dado que la zafra citricola involucra mas de 20.000

puestos de trabajo.

La citricultura del Uruguay abarca 14.587 ha, con 6.209.287 plantas en
produccidn distribuidas en el 87% de la superficie total. Se distinguen claramente
dos regiones donde se concentra la produccion de citrus. La zona norte o litoral
Norte involucra plantaciones en los departamentos de Salto, Paysandu y Artigas, y
es la region citricola por excelencia, concentrando el 91% de la produccion citricola
nacional. Por otro lado, la zona sur comprende los departamentos de Colonia, San
José, Montevideo y Canelones, abarcando el 9% restante de la produccion nacional,

principalmente limén (Anuario OPYPA 2020).

En los altimos afios, dado los cambios en la demanda internacional, existe un
i bi 1 nu de plant ie. Se reduj % el
importante recambio en el niumero de plantas por especie. Se redujo un 15% e
numero de plantas de naranjas y pomelos, hubo un leve incremento en las plantas

de mandarinas (4%) y un fuerte incremento en el nimero de plantas de limo6n, que



aumento un 77% en el ultimo quinquenio. A partir del afio 2019 la especie con
mayor nimero de plantas es la mandarina, debido tanto a plantaciones nuevas

como a cambios de copa de arboles de naranja.
1.2. Patégenos de citricos

Las distintas especies de citricos son susceptibles a numerosas enfermedades
causadas por diversos microorganismos cuya consecuencia directa es la
disminucion en la produccidn, lo que provoca enormes pérdidas economicas en

todas las zonas afectadas del mundo (Moreno et al., 2008).

Las enfermedades de mayor importancia son aquellas cuya via de transmision
es el injerto, siendo los agentes responsables parasitos intracelulares tales como
bacterias, virus y viroides que se propagan junto con el material vegetal. Sin
embargo, existen enfermedades que presentan vias de propagacion adicionales,
como la transmisién mecanica por herramientas de corte o a través de insectos
vectores del patogeno, mecanismos de gran impacto en la dispersion de los agentes

infecciosos que dificulta enormemente su control.

En tanto que las enfermedades transmisibles por injerto se logran controlar
facilmente mediante saneamiento y certificacion del material vegetal a propagar,
las enfermedades propagadas mediante insectos vectores requieren un abanico de
medidas de control que dependen de la incidencia del patégeno y las variedades
citricas afectadas en cada zona especifica (Navarro, 1993). Este abanico incluye por
un lado medidas preventivas, como el control sanitario del material vegetal
propagativo mediante programas de saneamiento, cuarentena y certificacion, y la
erradicacion de plantas infectadas o el control bioldgico de los vectores. En
Uruguay, el Programa Nacional de Saneamiento y Certificacién de Citricos
(PNSCC), comenzo en el afio 1990 y continud ininterrumpidamente hasta el afio
2004, donde tuvo un receso y fue retomado nuevamente en el afio 2010 (Maeso &
Bertalmio, 2002). Sin embargo, no fue hasta el 2014 que se establecio la
obligatoriedad del uso de material certificado por el PNSCC, que brinda plantines
libres de los patdégenos CTV, CPsV, CEVd y HSVd a los productores.



Por otro lado, para algunos patogenos (caso del CTV), se pueden implementar

otras tecnologias de control, como la protecciéon cruzada (PC), necesarias cuando

la diseminacion del patogeno es muy amplia o los portainjertos utilizados en los

cultivos son susceptibles a alguna variante del patogeno. La PC se describe como

un fenomeno en el que una planta muestra resistencia completa o parcial a una

cepa de un virus o viroide, luego de haber sido infectada con una cepa suave o

atenuada del mismo patogeno (Gal-On & Shiboleth, 2005; Yoon et al., 2006).

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas generales de los patdgenos a considerar en esta tesis.

VIROIDES VIRUS
. . X . . Citrus Barck . X . .
Hop Stunt Viroid ~ Citrus Exocortis  Citrus Dwarfing ~ Citrus Bent Leaf Cracking Viroid Satsuma Dwarf  Citrus Psorosis Citrus Tristeza
racking Viroi
(HSVA) Viroid (CEVd) Viroid (CDVd)  Viroid (CBLVd) (CBng) Virus (SDV) Virus (CPsV) Virus (CTV)
Familia Pospiviroidae Secoviridae Aspiviridae Closteroviridae
Género Hostuviroid Pospiviroid Apscaviroid Apscaviroid Cocadviroid Sadwavirus Ophiovirus Closterovirus
ssRNA circular covalentemente cerrado ssRNA+; bipartito ssRNA-; tripartito ssRNA+
84 nt: RNA1 8.2 kb
Genoma B RNA1 7.0 kb / Bty
295 - 302 nts 371- 375 nts 294 - 297 nts 318 y 327 nts recombinante RNAz 5.4 kb RNA21.6 kb / 19.3kb
HSVd:CEVd >4 RNA3 15 kb
: Tristeza / Stem
Cachexia o . . . . . . " i
Enfermedad . X Exocortis Enanismo Hoja curvada  Corteza agrietada Enanismo Psorosis Pitting / Seedling
Xiloporosis
Yellows
. . ., necrosis de
gomay . ., agrietamiento ) . descamacion del
X enanismo reduccion leve del enanismo, hojas células del floema
amarronamiento . i . severo de la tronco y ramas X
. escamasy grietas  generalizadoy  crecimiento y del : en forma cuchara, . debajo de la
., de tejidos en la ) R corteza, picaduras ) principales. L. )
Sintomas . i verticalesen la  disminuciénenla volumen de la calidad y cantidad ., union injerto-pie;
unioén injerto-pie. . » K gomosas en Tinci6n de la
ik corteza, enanismo  produccion de  copa, picaduras o de fruta acanaladuras en la
Clorosis, retraso trifolios y sus L, madera en las )
o fruta en la corteza . disminuida. X ) madera; clorosis;
del crecimiento. hibridos areas lesionadas .
enanismo.
Amplia.
Distribuciéon Amplia. Amplia Estructuracién Baja Baja Baja Amplia Amplia
geografica.
Insecto Vector.
s, . . . . Vegetativa.
Transmision Vegetativa. Herramientas de corte. Vegetativa. Herramientas de corte.

Herramientas de
corte.

A continuacion se realizard una breve

patogenos involucrados en la presente tesis.

descripcion mas detallada de los



1.2.1. Viroides

Los viroides fueron descritos por Theodor O. Diener hace mas de 50 afios y son
los acidos nucleicos infecciosos y autonomos mas simples conocidos hasta el
momento, con un genoma aproximadamente 10 veces mas pequeiio que el del virus
RNA mads pequefio, y se encuentran restringidos al reino vegetal (Diener, 1971;
2003). Mientras que los virus aportan la mayoria de la informacion genética
requerida para su replicacion, los viroides se consideran “pardsitos obligados de la
maquinaria transcripcional de la célula hospedera”, y aunque los sintomas que
inducen en las plantas son similares a los que producen sus virus acomparfiantes,
los viroides tienen caracteristicas estructurales, funcionales y evolutivas tnicas
(Flores et al., 2005; Owens, 2008). Se componen de un RNA simple hebra, circular
covalentemente cerrado, no codificante, con una elevada estructuracién
secundaria, y con replicacion auténoma (Flores et al., 2005). No presentan capside
proteica, su tamarfio varia entre 250 y 400 nt, y dependen de la secuencia de RNA o
de motivos estructurales para interaccionar con proteinas del hospedero mediando
asi la invasion, replicacion, dispersion y evasion de barreras de defensa impuestas

por el hospedero (Flores et al., 2005; Zhou et al., 2020).

Se clasifican en dos familias de acuerdo a sus propiedades biolodgicas y
moleculares: Pospiviroidae que incluye cinco géneros y Avsunviroidae con tres

géneros (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). Los miembros de la familia

Pospiviroidae, a la cual pertenecen los viroides que infectan citricos, presentan
morfologia de varilla con cinco dominios estructurales (terminal izquierdo,
patogénico, central, variable y terminal derecho) y una region central conservada
(CCR) con un dominio central (Fig. 1a); carecen de actividad ribozima y la
replicacion ocurre en el nucleo mediante el mecanismo de circulo rodante
asimétrico. Por otro lado, los miembros de la familia Avsunviroidae carecen de una
CCR, son capaces de autoclivarse en ambas hebras mediante ribozimas "cabeza de
martillo" y se replican en los cloroplastos por el mecanismo de circulo rodante

simétrico (Fig. 1b) (Flores et al., 2005).



Figura 1. Estructura secundaria de los viroides. a. Miembro tipo de la familia
Pospiviroidae. Se indican los dominios estructurales/funcionales: terminal izquierdo (TL),
patogénico (P), central (C), variable (V) y terminal derecho (TR). b. Miembro tipo de la
familia Avsunviroidae. En ambas familias se observa la elevada complementariedad de
bases entre hebras, lo que provoca la generaciéon de estructuras secundarias altamente
complejas. Tomado de Diener, 2003.

El diagnostico de los viroides de citricos se realiza mediante caracterizacidon
bioldgica, utilizando como planta indicadora el cidro Etrog (Citrus medica L.), pero
a pesar de ser un método confiable y sensible, requiere la incubacién de la planta
por varios meses a 28-30°C (Bernad & Duran-Vila, 2006). Actualmente, se han
desarrollado diversos métodos de andlisis molecular para la deteccion y
clasificacion de estos agentes, y como son de pequeiio tamafio, el genoma completo
puede ser amplificado en una unica reaccién de RT-PCR (Yang et al, 1992;

Ragozzino et al., 2004; Bernad & Durdn-Vila, 2006).

Los citricos son hospederos naturales de 8 de las 35 especies descritas de
viroides: Hop stunt viroid (HSVd), Citrus exocortis viroid (CEVd), Citrus dwarfing
viroid (CDVd), Citrus bent leafviroid (CBLVd), Citrus bark cracking viroid (CBCVd),
Citrus viroid V (CVd-V), Citrus viroid VI (CVd-VI) y Citrus viroid VII (CVd-VII)



(Verniere et al., 2004; Serra et al., 2008; Chambers et al., 2018); en la presente tesis

se trabajo con los cinco primeros.

Estos agentes se transmiten mediante injerto o herramientas de corte
infectadas. En nuestra region, principalmente en los paises que limitan con
Uruguay, el reporte de viroides citricos mantiene la misma tendencia de
distribucion (Pagliano et al., 2000). En el estado de San Pablo, Brasil, se detecto la
presencia de tres de estos viroides (CEVd, HSVd y CDVd) en bloques de plantas
madre de categoria fundacion, sin evidenciar la presencia de CBLVd y CBCVd.
Resultados similares fueron reportados para Concordia, Argentina (Plata et al.,
2002). En Uruguay, han sido reportadas cuatro especies de viroides citricos (CEVd,
CBLVd, HSVd y CDVd) a partir de cidros inoculados con aislados de campo, SPAGE
e hibridaciones Dot blot y Northern blot de este mismo tejido, no detectandose el
CBCVd. Los aislados se obtuvieron mediante un relevamiento de plantaciones
nacionales de las zonas de Paysandu, Salto, Canelones y San José (Pagliano et al.,
1998; 2000). Debido al reporte reciente de los CVd-V y CVd-VI, hasta el momento

no se ha realizado el diagnostico de estos viroides en el pais.
1.2.1.1. Viroide del enanismo del lupulo (Hop stunt viroid, HSVd)

HSVd, previamente llamado CVd-II, es el tinico miembro del género
Hostuviroid (Semancik & Weathers, 1972; Zhou et al., 2020). Se han reportado
variantes genéticas con motivos especificos de secuencia, que varian entre 295-302
nt, responsables de diferencias en la patogenicidad (Reanwarakorn & Semancik,
1998). Las variantes CVd-IIb y CVd-Ilc causan la enfermedad conocida como
Cachexia o Xyloporosis y presentan entre ellas una diferencia de 6 nts en el
dominio variable (“cachexia expression motif”) (Reanwarakorn & Semancik, 1998;
1999; Palacio-Bielsa et al., 2004). Es una enfermedad que afecta principalmente a
las mandarinas y al ltpulo y se caracteriza por presencia de goma y amarronamiento
de tejidos como el floema, picaduras y cancros en la madera, principalmente en la
union injerto-pie (Roistacher et al, 1973). Los drboles afectados presentan clorosis y
retraso en el crecimiento, y la planta puede llegar a morir (Durdn-Vila & Semancik,
2003). HSVd se ha reportado en la mayoria de las zonas citricolas del mundo (EPPO

2022 https://gd.eppo.int/taxon/HSVDoo/distribution).




1.2.1.2. Viroide de la exocortis de los citricos (Citrus exocortis viroid,

CEVd)

Se ha demostrado que CEVd es el agente etioldgico causante de la exocortis de
los citricos, mediante la verificacién de los postulados de Koch en Poncirus
trifoliata (Verniére et al., 2004). CEVd pertenece al género Pospiviroid y el genoma
consiste de una molécula con diferentes variantes de secuencia comprendidas
entre los 371-375 nt que afectan el desarrollo de sintomas (Semancik et al., 1972;
1988; Flores et al., 2005). La Exocortis se manifiesta como la aparicion de escamas y
grietas verticales en la corteza, manchas amarillas en los brotes tiernos y enanismo en
especies sensibles. Los aislados severos inducen clorosis, epinastia y rugosidad en las
hojas, retardo en el crecimiento y necrosis en peciolos y vena central, pudiendo llegar
a causar la muerte del arbol (Durdn-Vila & Semancik, 2003; Flores et al.,, 2005). CEVd
presenta una elevada distribucion mundial (EPPO 2022

https://gd.eppo.int/taxon/CEVDoo/distribution).

1.2.1.3. Viroide del enanismo de los citricos (Citrus dwarfing viroid, CDVd)

El viroide del enanismo de los citricos, previamente llamado Citrus viroid 111
(CVd-III), pertenece al género Apscaviroid y presenta un genoma con un tamafio
que varia entre 294-297 nt, reportandose 2 variantes genéticas (CVd-Illa y CVd-
ITIb) (Zhou et al., 2020). El nombre hace referencia a la patologia que provoca,
causando enanismo generalizado y disminucién en la produccion de fruta en
plantas injertadas sobre P. trifoliata, citrange o citrumelo (Verniére et al., 2004).
En cidro Etrog, CDVd induce epinastia generalizada en las hojas y caida de las hojas
causada por el doblez de los peciolos y necrosis de la vena central (Durdn-Vila &
Semancik, 2003). Se han reportado variantes de CDVd en la mayoria de las regiones
citricolas del mundo que mantienen la variabilidad genética estructurada

geograficamente (Zhou et al., 2020).

1.2.1.4. Viroide de la hoja curvada de los citricos (Citrus bent leaf viroid,

CBLVd)

El viroide de la hoja curvada de los citricos, antiguamente conocido como Citrus

viroid I (CVd-I), debe su nombre a la sintomatologia que produce en el indicador



cidro Etrog. Pertenece al género Apscaviroid y al momento se han reportado tres
variantes (CVd-Ia, CVd-Ib y CVd-I-LSS), las cuales poseen un tamafio de 327 nts,
318 nts y 327 nts, respectivamente (Ito et al., 2002). En naranjos trifoliados, CBLVd
estd asociado con reduccion leve del crecimiento y del volumen de la copa, asi
como picaduras en la corteza (Verniére et al, 2006). La baja distribucién y
ocurrencia de CBLVd se mantiene constante y refuerza la disminuida aparicion de

este viroide a nivel mundial (Malfitano et al, 2005).

1.2.1.5. Viroide de la corteza agrietada de los citricos (Citrus bark cracking

viroid, CBCVd)

CBCVd, previamente conocido como Citrus viroid IV (CVd-1V), pertenece al género
Cocadviroid y fue renombrado debido a los sintomas que causa en las especies
relacionadas al género Poncirus. CBCVd, el mas pequefio de los viroides citricos,
presenta un genoma de 284 nts altamente conservado considerado recombinante
entre los viroides CEVd y HSVd, lo que explica el amplio rango de hospedero que
incluye citricos y sus especies emparentadas, lapulos, y plantas herbdceas como
pepino, tomate, berenjena y crisantemos (Puchta et al, 1991; Semancik & Vidalakis,
2005). CBCVd ha sido asociado con el agrietamiento severo de la corteza y picaduras
gomosas en trifolios y sus hibridos (Verniére et al., 2006), pudiéndose confundir
incluso con los sintomas provocados por el CEVd. A pesar de afectar el tamario de
arboles injertados sobre citrange Carrizo, las plantas infectadas con CBCVd
producen buena cantidad de fruta, por lo que este viroide se ha utilizado para
controlar el tamafio de los arboles en plantaciones de alta densidad (Vidalakis et
al., 2011). CBCVd es considerado como un patdgeno de baja distribucion mundial

(EPPO, 2022



1.2.2. Virus del enanismo de Satsuma (Satsuma dwarfvirus, SDV)

SDV es la especie tipo del género Sadwavirus dentro de la familia Secoviridae,
unica familia perteneciente al orden de los Picornavirales (Sanfagon et al., 2009).
SDV fue detectado inicialmente en los afios 30, pero no fue hasta 1952 en Japon que
se confirm6 como agente etiolégico del enanismo de Satsuma (Yamada &

Sawamura, 1952).

Presenta un genoma bipartito de RNA simple cadena de polaridad positiva
(Iwanami et al., 1999). Los viriones son particulas icosaédricas de 25-30 nm de
didmetro, compuestos por dos CPs, CPL de 42 kDa y CPS de 22 kDa, y sin envoltura

(Fig. 2) (Iwanami et al., 1999; 2010; Zhou et al., 2020).

Large Capsid protein

Small Capsid protein

Figura 2. Micrografia electronica de particulas de SDV (Izquierda, tomado de Iwanami,
2010). Esquema de la estructura icosaédrica de los viriones de SDV (derecha, tomado de
ViralZone).

Cada RNA presenta una proteina VPg en su extremo 5, una region poli-A en su
extremo 3’y producen largas poliproteinas que luego son clivadas por proteasas

virales (Fig. 3) (Sanfagon et al., 2009).
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Figura 3. Esquema de la estructura del genoma bipartito de SDV. Se destacan las
proteinas VPg en los extremos 5, las colas poli-A en los extremos 3’ y los ORFs con las
respectivas proteinas codificadas en recuadros (Tomado de ViralZone).

La enfermedad se propaga lentamente en las quintas en forma de circulos
concéntricos (Zhou et al., 2020). La principal via de transmision del virus es la
propagacion vegetativa (Iwanami, 2010). También se ha observado la dispersion
natural del virus a través del suelo, sugiriendo como candidatos de vector bioldgico
hongos del género Olpidium o algtin nematodo (Zhou et al., 2020). Actualmente,
SDV se encuentra presente en varias regiones de Japon, China, Corea del Norte,
Corea del Sur, Iran y Turquia (EPPO, 2022;

https://gd.eppo.int/taxon/SDVooo/distribution).

SDV infecta citricos y otros miembros de la familia Rutaceae, incluida la especie
Poncirus trifoliata, siendo las mandarinas las variedades mas sensibles (Iwanami,
2010). A pesar que la enfermedad progresa lentamente, los arboles afectados
presentan enanismo, hojas con forma de bote o cuchara y con entrenudos cortos,
y la calidad y cantidad de fruta se ve drasticamente disminuida (Iwanami et al.,

2000; Iwanami, 2010).

El uso de material vegetal libre de virus es el mecanismo de control primario de
este patogeno. Métodos de diagndstico mediante caracterizacion biologica
(Sesamum indicum L), serolégico (DAS-ELISA) y molecular (RT-PCR), pueden
utilizarse para la certificacion de plantas madre libres de este patogeno; mientras
que para la deteccion en campo se utiliza un test rdpido basado en
inmunocromatografia y la RT-PCR, que permite el analisis masivo de muestras

(Iwanami, 2010).



1.2.3. Virus de la Psorosis de los Citricos (Citrus psorosis ophiovirus, CPsV)

La Psorosis es una enfermedad ampliamente distribuida que causa dafios severos
en regiones citricolas de América del Norte, América del Sur y la Cuenca Mediterranea

(Roistacher, 1993; EPPO 2022 https://gd.eppo.int/taxon/CPSVoo/distribution). Es una

de las enfermedades virales mas antiguas reportadas en los citricos. Fue descrita y
nombrada en 1896, en Florida (USA) por Swingle y Webber, aunque no fue hasta 1933
que Fawcett reconoce su etiologia viral (Fawcett, 1933). En la década del 8o causo
severos problemas en Argentina y Uruguay, produciendo pérdidas anuales de
alrededor del 5% de los arboles, y continta siendo un problema en la actualidad en
plantaciones antiguas (Danos, 1990; Zanek et al, 2006, Belabess et al, 2020;

Hernandez-Rodriguez et al., 2020).

El agente causal de la enfermedad es el CPsV que es la especie tipo del género
Ophiovirus dentro de la familia Aspiviridae (Garcia et al, 2017; ICTV 2020,

https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). Los viriones de CPsV son filamentos de 3-4 nm

de didmetro y entre 700 y 2000 nm de largo, cuyo genoma estd compuesto por tres
moléculas de RNA simple hebra de polaridad negativa cubierto por la proteina de

capside (Figura 4) (Garcia et al., 1991; 2017; Navas-Castillo, 1995).

Figura 4. Esquema de la estructura de helicoidal del virién de CPsV (izquierda, tomado de
ViralZone). Micrografia electrénica de contraste negativo de la forma abierta de particulas de
CPsV (derecha). La barra representa 100 nm. (tomado de https://talk.ictvonline.org/ictv-
reports/ictv_online_report/negative-sense-rna-viruses/w/aspiviridae).

El RNA viral 1 tiene un tamafio de 8184 nt y su hebra complementaria (vcRNA)
contiene dos ORFs que codifican para una proteina de 24 kDa, involucrada en el

procesamiento de microRNAs y la supresion del silenciamiento por interferencia de



RNA, y para la RNA polimerasa RNA dependiente de 280 kDa (Naum-Ongania et al.,
2003; Belabess et al., 2020). El RNA 2, de 1644 nt, codifica en su vcRNA una proteina
de movimiento de 54 kDa involucrada en la expresion de sintomas y la supresion del
silenciamiento por interferencia de RNA (Belabess et al., 2020). Por ultimo, la molécula
de RNA viral 3 con una longitud de 1454 nt, codifica para la proteina de capside (CP)

de 48.6 kDa (Fig 5) (Barthe et al., 1998; Sanchez de la Torre et al., 1998).

RNA1-82Kb 3 5
YeRNAL - g ORF 280 KDa 24KDa 3
RNA 2 -1.6 Kb 3 _l_ 5
vcRNA 2 5 54KDa 3
RNA1-~1.5Kb 3 — 5
veRNA 3 5 48KDa 3

Figura 5. Representacion grafica de la organizacion del genoma tripartito de CPsV. Se
muestran los tres segmentos gendmicos con sus respectivas hebras complementarias y el
tamafio del producto proteico que cada una codifica.

La enfermedad se propaga principalmente por material vegetal infectado, aunque
varias observaciones sugieren la existencia de un vector, hasta el momento
desconocido (Timmer & Garnsey, 1980; Befiatena & Portillo, 1984; Martin et al., 2004).
Psorosis puede afectar varias partes del arbol, incluyendo el tronco, ramas, hojas y
frutos. Los sintomas caracteristicos de la enfermedad en el campo incluyen la
descamacién del tronco y ramas principales con tincion de la madera en las areas
lesionadas (Roistacher, 1993; Moreno et al, 2015). La descamacién del tronco aparece
usualmente en arboles de entre 12 a 15 aflos de edad, aunque se han observado arboles
infectados de 20 afos o mas sin descamacién de la corteza (Veldazquez et al., 2012). Este
desfasaje en la expresion de sintomas favorece la propagacion accidental de brotes
infectados, que aparentan estar libres de Psorosis, por los productores. Aunque esta
enfermedad rara vez mata a la planta, los arboles afectados muestran follaje fino,

muerte de ramas jovenes, retraso en el crecimiento, bajo rendimiento y produccién de



fruta pequenia, lo que afecta directamente su capacidad productiva (Veldzquez et al.,

2012).

1.2.4. Virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, CTV)

La enfermedad de los citricos conocida comtinmente como "tristeza" es una de las
enfermedades transmisibles por injerto y vectores mas importante a nivel mundial. Al
momento se encuentra catalogada, y desde su aparicion hace dos siglos, como la
enfermedad viral més destructiva y mas estudiada en citricos (Roistacher et al., 2010).
Esta enfermedad ha causado la muerte de mas de 100 millones de arboles injertados
sobre naranjo amargo; y un importante debilitamiento y baja productividad de varios
millones mas en el mundo entero (Roistacher & Moreno, 1991; Moreno et al., 2008). La
capacidad de destruccion de CTV es tan grande, que entre 1940-50, logréo matar mas
de 20 millones de arboles en el Sur de nuestro continente, es decir, en Brasil, Argentina

y Uruguay (Rocha-Pena et al. 1995).

En la actualidad, CTV se encuentra distribuido en todas las zonas citricolas del
mundo. Es endémico en Asia, Africa, Australia, América del Sur y gran parte de

Centroamérica (https://gd.eppo.int/taxon/CTVooo/distribution). La dispersién de

CTV a nuevas regiones ocurre principalmente por movimiento de plantas o por
propagacién de yemas infectadas. A nivel local, puede ser dispersado por varias
especies de afidos, siendo Toxoptera citricida (Kirkaldy) la especie mas eficiente (Bar-
Joseph et al., 1989; Duran-Vila & Moreno, 2000; Timmer et al., 2000; Brlansky et al,,

2003). La transmision a través de semillas no ha sido reportada (McClean, 1957).

CTV es el virus de plantas mas grande descrito hasta el momento. Pertenece al
género Closterovirus dentro de la familia Closteroviridae (Bar-Joseph et al., 1979;

https://talk.ictvonline.org/taxonomy/, 2020). Como todos los miembros de esta

familia, los viriones presentan una cdpside de estructura helicoidal de morfologia
filamentosa (2000 x 11 nm), formada por dos proteinas de capside, una de 25 kDa (p235,
CP) que cubre aproximadamente el 95% de la longitud del virion, y otra de 27 kDa
(p27, CPm) que cubre el 5% restante (Figura 6) (Ayllén et al, 2001). No presenta

envoltura derivada de la célula hospedera (Karasev et al., 1995).



Figura 6. Micrografias electrénicas de
viriones purificados de CTV. A. Tincion
negativa con acetato de uranilo al 1%. B.
Ausencia de reaccién de anticuerpos
anti-CP en el extremo 5’ de la particula
viral. Tomado de Ruiz-Ruiz, 2009.

El genoma estd formado por una molécula de RNA simple hebra de polaridad
positiva, de 19.3Kb aproximadamente, que presenta doce ORFs y que codifican para
diecisiete productos proteicos (Figura 7). En sus extremos 5 y 3’ se encuentran dos
regiones no traducidas (5 y 3 Untranslated Regions, UTR) de 107 y 273 nt,

respectivamente (Agranovsky, 1996; Febres et al., 1996).
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Figura 7. Representacion gréfica de la organizacion del genoma de CTV. Se muestran los ORF con
sus respectivos productos proteicos, asi como los dominios homologos de metiltransferasa (MT),
proteasa (PRO) y helicasa (HEL). Se indican también los extremos 5"y 3’ no traducidos. Tomado
de Ruiz-Ruiz, 2009.



El tipo e intensidad de los dafios provocados por la tristeza en el campo depende de
las especies infectadas, del portainjerto sobre el que estan injertadas, del aislado de
CTV y de las condiciones ambientales (Grant & Costa., 1951; Roistacher & Moreno.,
1991; Roistacher et al, 2010). Aunque existen aislados de CTV esencialmente
asintomaticos, se ha descrito la existencia de sintomatologia con distintos grados de
severidad. La mayoria de los aislados pueden causar uno o mas de los siguientes
sindromes: i) necrosis de células del floema debajo de la union injerto-portainjerto de
plantas injertadas sobre naranjo amargo (Tristeza), ii) enanismo y acanaladuras en la
madera de lima, pomelo o naranjo dulce ("stem pitting”, SP) y iii) enanismo y
amarillamiento de plantas de limonero, pomelo o naranjo amargo ("seedling yellows",

SY).

La Tristeza causa declinamiento a diferentes especies de citricos (Citrus sinensis
(naranjo dulce), C. reticulata (mandarina), C. paradisi (pomelo) y C. aurantifolia
(lima)) injertados sobre naranjo amargo (C. aurantium). CTV induce la muerte de
los vasos conductores de savia, produciendo cantidades excesivas de floema no
funcional en la union injerto-pie, impidiendo el pasaje de metabolitos de la copa
hacia las raices de la planta, lo que resulta en la muerte del sistema radicular
(Schneider, 1959). La expresion mas dramatica de la enfermedad es el
declinamiento rapido, por el cual arboles de apariencia normal comienzan a
mostrar sintomas de marchitamiento y colapsan completamente en pocas
semanas. Los arboles afectados muestran un follaje amarillento con hojas
clordticas, caida de hojas, muerte regresiva de ramas y frutas pequefias de colores

palidos con valor comercial nulo.

El sindrome llamado “Acanaladuras en la madera” o Stem Pitting (SP) afecta
cultivares sensibles independientemente de la combinacion variedad-portainjerto.
La enfermedad se inicia por la interrupcién de la actividad meristematica en dareas
limitadas del cambium, lo que resulta en un crecimiento radial irregular con
depresiones locales (Schneider; 1959). La formacién de canales puede limitar el
crecimiento radial del tallo y produce atrofia, follaje delgado con hojas clordticas
pequenas, poca produccion de frutos, muy pequerios y casi sin jugo, imposibles de

comercializar. A diferencia de tristeza, el SP por lo general no causa la muerte del



arbol, sino que lo convierte en un arbol con permanentes limitaciones de

produccion provocando grandes pérdidas econdémicas (Moreno et al., 2008).

Por ultimo, el “Amarillamiento de plantas” o Seedling Yellows (SY) es un
sindrome que se observa en inverndculo y se caracteriza por generar trastornos de
crecimiento. Se observan hojas amarillas, un sistema radicular reducido y, a veces,
el cese del crecimiento de arboles de naranjo amargo, pomelo o limén (Fraser, 1952;

McClean, 1963).

En cuanto al genoma de CTV, la organizacion gendmica es similar a la de los
Coronavirus. Ambos grupos de virus codifican una gran poliproteina a partir de la
mitad 5’ del genoma, traducida directamente del RNA gendémico, con la porcion C
terminal expresada mediante un mecanismo de frameshifting +1, que luego es
procesada proteoliticamente. Por otro lado, los genes de la mitad 3’ del genoma
son expresados mediante la formacion de RNAs subgendémicos (sgRNAs) que
varian entre 0,9-8 kb (Karasev et al., 1995). Las infecciones por CTV se caracterizan
por la presencia de grandes cantidades de dsRNAs. Ademas del RNA gendmico, las
células infectadas contienen moléculas de la forma replicativa del virus (hebras
positivas y negativas del largo del genoma), un gran ntimero de sgRNAs de las
mitades 5"y 3’ del genoma, y cantidades variables de RNAs defectivos (Figura 8)
(Gowda et al., 2001; Bar-Joseph & Mawassi, 2013). Es asi que CTV puede producir

alrededor de 30 especies de RNAs en células infectadas (Gowda et al., 2001).
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Figura 8. Modelo de las diferentes especies de RNAs producidos en células infectadas por
CTV. Se muestran los RNAs positivos (azul) y negativos (rojo). Los recuadros verdes
representan los elementos de control de los sgRNAs. Tomado de Gowda et al., 2001.

Las poblaciones de CTV, que comprenden todas las cepas, genotipos y variantes
de secuencia presentes en un unico individuo, presentan dos niveles de
complejidad. El primero estd formado por los genotipos o cepas existentes. Al
momento se han descrito al menos ocho genotipos mediante andlisis filogenético
de genomas completos (Figura 9) (Harper, 2013; Yokomi et al., 2018). Debido a la
exposicion constante al vector en el campo, las mezclas de genotipos son una parte
importante en la expresion de sintomas, ya que la presencia de mas de un genotipo
o cepa puede modificar la severidad de los sintomas o retrasar la aparicion de los
mismos. Ademads, la coexistencia de diferentes genotipos en un mismo individuo
es fundamental para que ocurra uno de los mecanismos mds importantes para la

evolucion de CTV, la recombinacion (Weng et al., 2007).

El segundo nivel de complejidad esta formado por las variantes de secuencia
minoritarias en torno a una secuencia maestra, que fueron formadas por eventos
de mutacion durante la replicacion, llamadas cuasiespecies (Albiachi-Marti et al.,
2000). La transmision por afidos juega un papel crucial en la evolucion de las
cuasiespecies, ya que fuerza a las poblaciones a pasar por cuellos de botella,
transmitiendo efectivamente una pequefia proporcion de la diversidad de la
cuasiespecie (d’'Urso et al., 2000; Schneider & Roossinck, 2001; Moreno et al., 2008).

Desde el punto de vista experimental, la transmision por afidos ha sido crucial para



la separacion de genotipos en las poblaciones de CTV (d’Urso et al., 2000; Brlansky

et al., 2003; Sambade et al., 2007; Roy & Brlansky, 2009).
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1.1. Relevancia de la investigacion

Se estima que las pérdidas econdmicas en el sector citricola nacional causadas
por los patdgenos analizados en la presente tesis son muy importantes. A su vez,
no existen datos respecto a la distribucion e incidencia de dichas enfermedades en
el pais, lo cual consideramos de gran importancia para establecer planes de manejo
adecuados en las distintas zonas citricolas del Uruguay. El principal método de
deteccidn utilizado actualmente para el diagnodstico y caracterizacion es el "testaje
o caracterizacion bioldgica", que es costoso, consume mucho tiempo y no permite
el andlisis masivo de muestras, lo que limita su uso en estudios epidemiologicos.
Diversos paises realizaron en las tltimas décadas estudios moleculares masivos de
campo que permitieron caracterizar el grado de afectacion de los cultivares citricos
por los mencionados patdgenos y éstos han ayudado a disminuir la incidencia,
mejorar el manejo y los niveles de produccion (Zanek et al., 2008; Ghazal et al.,

2008; Zhou et al., 2020).

A su vez, la existencia de variantes genéticas de CTV con diversos grados de
severidad que coexisten en una misma planta formando complejas poblaciones
virales con diferentes caracteristicas bioldgicas, ha sido reportada en todas las areas
citricolas afectadas del mundo (Moreno et al., 2008). Se ha descrito la PC como el
método mas efectivo de control viral en campo y actualmente se utiliza con éxito
en paises altamente competitivos a nivel mundial como Sudéfrica, Brasil, Australia,
Pert y Japdn (Roistacher et al., 2010; Folimonova, 2013). Para que la PC funcione es
necesario identificar en primer lugar los aislados severos que necesitan ser
controlados, y luego encontrar aislados suaves del mismo genotipo para pre
inmunizar las plantas, ya que la PC es genotipo especifica (Folimonova, 2013).
Estudios recientes, realizados por nuestro grupo, demostraron la presencia en
nuestro pais de aislados de tres genotipos previamente descritos, incluido el RB, y
la circulacion, con una alta incidencia del genotipo HA16-5 (Benitez-Galeano et al.,

2015, 2018, 2021; Rubio et al., 2019; Hernandez-Rodriguez et al., 2017, 2019).

Por lo previamente expuesto se justifica la necesidad de realizar estudios
masivos de campo en Uruguay utilizando metodologias moleculares altamente

sensibles, como PCR cualitativa y cuantitativa, a fin de determinar la incidencia y



distribucién de los virus y viroides previamente mencionados que afectan las
plantaciones citricolas del pais. También se propone continuar con la
caracterizaciéon molecular de CTV con el objetivo de conocer los distintos
genotipos del virus que circulan en el pais, y realizar la reconstruccion evolutiva

del genotipo mas prevalente mediante coalescencia y filogeografia.

Por otro lado, con el objetivo de conocer en profundidad subaislados
homogéneos del genotipo mas prevalente en el pais, para ser utilizados en un plan
de PC, nos propusimos aislar estirpes puras del virus para su caracterizacidon. Para
obtener los subaislados, se sometieron a cuellos de botella mediante la técnica de
transmision por un solo afido (Single Aphid Transmission, SAT) subpoblaciones
obtenidas de un aislado de campo. Se describieron bioldgicamente los sintomas
que producen en plantas indicadoras y se obtuvo el genoma completo mediante
secuenciacion masiva. Esto nos permitird no solo conocer en profundidad este
nuevo aislado candidato para la PC, sino también aportar informacion relevante

para la caracterizacion de este genotipo de CTV.

A partir de dicha informacion se pretende no solo caracterizar el genoma
completo de los subaislados de CTV, como se menciono previamente, sino también
estudiar la estructura poblacional de los mismos, factor de vital importancia para
conocer la patogénesis del virus, la cual varia de acuerdo a las variantes
minoritarias presentes en la muestra, como se ha demostrado para los virus RNA.
Estos resultados son necesarios a tener en cuenta al momento de evaluar la
capacidad protectora de este genotipo tan representado en el pais para ser utilizado

en la PC.



1.2. HIPOTESIS

Las plantaciones de citricos del Uruguay se encuentran infectadas por al menos un
virus o viroide, con una alta prevalencia de CTV. Este virus se organiza en
quasiespecies y puede encontrarse mas de un genotipo infectando un tnico

hospedero.

1.3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el grado de afectacidn por virus y viroides en cultivares citricos del
Uruguay. Dada la elevada incidencia de CTV en el pais se enfatizard en la
caracterizaciéon molecular, evolutiva y bioldgica de 3 subaislados del virus de

interés para la proteccidn cruzada.



2. CAPITULO 1: DE VIRUS Y VIROIDES

2.1. Objetivos especificos

2.1.1. Optimizar la técnica de PCR en tiempo real con metodologia SYBR® Green
para la deteccion de CPsV utilizando la region de la capside.

2.1.2. Optimizar la técnica de RT-PCR para la deteccion de SDV.

2.1.3. Optimizar la técnica de RT-PCR para la deteccion del genoma completo de
CEVd, HSVd, CDVd, CBCVd y CBLVd.

2.1.4. Analizar un total aproximado de 1200 muestras colectadas en diversas
regiones citricolas del pais para los ocho patégenos mencionados.

2.1.5. Realizar andlisis estadisticos sobre la incidencia y distribucion de los distintos
patdgenos, resaltando las distintas zonas citricolas del pais y las variedades
citricas estudiadas.

2.1.6. Realizar estudios filogenéticos de CTV utilizando el gen p25 con el fin de
conocer los genotipos circulantes.

2.1.7. Estudiar el comportamiento filodindmico de CTV en Uruguay.



2.2. Benitez-Galeano et al. 2021_First comprehensive sanitary report of

citrus-infecting viruses and viroids in Uruguay

En el presente trabajo se realiz6 por primera vez a nivel pais, un relevamiento de
virus y viroides que afectan la citricultura del Uruguay. Se colectaron 1175 muestras
distribuidas en 6 departamentos con produccion citricola relevante y también se
tuvo en cuenta la especie y edad de la planta a la hora del muestreo. Se detectaron
5 de los 8 patogenos analizados, ya sea de manera individual o en co-infecciones
de hasta 4 patogenos. CTV fue detectado en todas las muestras con al menos un
patogeno y solo el 6% de las plantas se encontrd libre de patégenos. También se
analiz6 la variabilidad genética de los aislados de CTV circulantes en el pais. El
presente trabajo brinda informacion actualizada y de gran relevancia para las
generacion de politicas publicas y para los productores al momento de tomar

decisiones sobre el manejo de este cultivo.

Con estos resultados se completaron los objetivos especificos 2.1.1., 2.1.2., 2.1.3,,

2.1.4., 2.1.5. y 2.1.6.

Estos resultados fueron publicados en la revista Journal of Citrus Pathology:
Benitez-Galeano MJ, Herndndez-Rodriguez L, Dalmao F, Bertoni E, Bertalmio A,
Rubio L, Rivas F, Maeso C & Colina R. 2021. First comprehensive sanitary report of

citrus-infecting viruses and viroids in Uruguay. J Citrus Pathol 8(1).
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Abstract

Citrus is the highest-value fruit crop in terms of international trade. However, citrus species are susceptible to several diseases
caused by different pathogens which directly cause a decrease in production leading to economic losses. In the last
half-century, the citrus industry in Uruguay has had a strong socio-economic impact and is also constantly evolving to stay
competitive in world markets, by introduction of new varieties and improvement of production practices to obtain high
yielding orchards. Nevertheless, despite the existence since 2014 of the Uruguayan National Citrus Sanitary and Certification
Program, scarce information is available regarding the virus and viroid status of commercial citrus in Uruguay. The incidence
of citrus tristeza virus (CTV), citrus psorosis virus (CPsV), satsuma dwarf virus (SDV), citrus exocortis viroid (CEVd), hop
stunt viroid (HSVd), citrus dwarfing viroid (CDVd), citrus bark cracking viroid (CBCVd) and citrus bent leaf viroid
(CBLVd) was investigated in this study, as well as CTV genotypes prevalent in the country. Molecular diagnostic assays were
used to test 1175 samples including Valencia and Navel sweet oranges, Mandarin hybrids, Clementines and lemons, which
were randomly collected from seven citrus-producing provinces. Only 6% of the samples were negative for the pathogens
screened, while 93% of them were CTV positive. SDV, CBLVd and CBCVd were not detected. Co-infections were frequently
detected, finding plants with up to four simultaneous pathogens, including CTV in all co-infected plants. This is the first
comprehensive survey of several citrus-infecting viruses and viroids in Uruguay, as well as a determination of the CTV
genotypes prevalent in the country.

Keywords: Citrus viruses, citrus viroids, CTV genotypes, survey, Uruguay, molecular detection

Introduction different pathogens (Lee 2015). Besides, with the threat of

the global citrus industry facing Huanglongbing (HLB), a

Citrus is one of the most important fruit crops
worldwide, but it is susceptible to several insect-borne
and graft-transmissible pathogens and efficient disease
management is required for competitive and sustainable
production (Tennant et al. 2009; Donkersley et al. 2018;
Spreen et al. 2020). Citrus growers worldwide are
constantly challenged to introduce new varieties to
increase competitiveness in export markets. One of the
main approaches to replace old varieties with new ones in
established commercial fields is by means of top-working
(Albrecht et al. 2017). Although this practice shortens the
production period compared to planting a new orchard, it
should only be applied on healthy trees for long-term
sustainability of the orchard (Sanderson et al. 2007).
Thus, it is crucial to monitor the sanitary status of the crop
as well as the certification of planting material regarding

clear picture of the disease status of a country is
extremely important to reinforce good management
practices of the crop, especially in countries that still
remain HLB-free (da Graca et al. 2016; Gabriel et al.
2020).

In Uruguay, citrus has become one of the main
non-traditional export commodities after rice and dairy,
generating foreign exchange earnings of about 80 million
dollars per year. In the last five years, citrus production
has been on average around 242 thousand tons annually,
half of which is exported to fresh fruit markets and the
remainder is consumed by the domestic market or sent for
processing (DIEA 2019, 2020). Citrus producing areas
covered around 14700 hectares with 7.2 million trees,
82% of which are productive (DIEA 2020). Produced
citrus types include 40.5% oranges, 36% mandarins,
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23.2% lemons and 0.3% grapefruits (DIEA 2020). There
are two main production regions in the country. The
northern region, that includes Artigas, Salto, Paysandu
and Rio Negro provinces, mainly produces mandarins and
oranges which accounts for 88% of total citrus production
of the country. Canelones, Colonia, San Jos¢ and
Montevideo provinces belong to the southern citrus
region, which mainly produces lemons (DIEA 2019).
There are approximately 400 citrus farms, however, 75%
of the production originates from a few large sized farms
(DIEA 2019).

Citrus spp. are vulnerable to infection by several
economically important citrus-infecting viruses and
viroids that affect tree health and impact production.
Pathogens of citrus include CTV (Closteroviridae,
Closterovirus), CPsV (Aspiviridae, Ophiovirus), SDV
(Secoviridae, Sadwavirus), as well as viroids of the
Pospiviroidae family: HSVd (Hostuviroid), CEVd
(Pospiviroid), CBCVd (Cocadviroid), CBLVd
(dpscaviroid) and CDVd (dApscaviroid) (Zhou et al
2020). CTV is the causal agent of the most important viral
disease of citrus namely tristeza disease and has been
reported in all citrus producing areas worldwide (Moreno
et al. 2008; EPPO 2019). The virus is responsible for
three different syndromes affecting citrus including:
tristeza or quick-decline, seedling yellows and stem
pitting (Moreno et al. 2008; Roistacher et al. 2010).
Disease expression depends on both CTV strains present,
and the scion-rootstock combination (Harper et al. 2015).
Currently, eight strains have been characterised (Harper
2013, Yokomi et al., 2018). CPsV is the causal agent of
psorosis disease and symptoms include bark-scaling of
the trunk and main branches (Garcia 2012). The disease
was reported from many citrus growing areas of the world
(Roistacher 1993). Satsuma dwarf disease, caused by
SDV, was reported in Turkey, Iran, China, Japan, and
North and South Korea (EPPO 2019). Trees affected by
SDV become stunted, develop boat-, or spoon-shaped
leaves, and fruit quality and yield are reduced (Iwanami
2010). Viroid-infected citrus, grafted onto sensitive
rootstocks such as trifoliate orange (Poncirus trifoliata
(L.) Raf)) or the citranges (Citrus sinensis (L.) Osb x P,
trifoliata), show symptoms of bark cracking, scaling,
stunting and yield loss depending on the viroid
(Bani-Hashemian et al. 2009). HSVd, CEVd, CBLVd, and
CDVd are distributed worldwide, whereas CBCVd has a
seemingly limited distribution (Singh et al. 2003;
Malfitano et al. 2005; Murcia et al. 2009; Cao et al. 2010;
Cook et al. 2012).

The presence of some of these graft-transmissible
pathogens was previously reported in Uruguay and CTV
and its most efficient vector, Toxoptera citricida Kirkaldi,
were shown to be endemic (Koch de Brotos and Boasso,
1955). More recent studies reported the molecular and
biological characterization of CTV field isolates and
described the circulation of VT, T3, T36, RB and HA16-5
CTV genotypes in the country either as single or mixed
infections (Benitez-Galeano et al. 2015; 2018;
Hernandez-Rodriguez et al. 2017; Rubio et al. 2019).

5
CTV, CPsV and CEVd were reported in Salto province
based on field symptoms (Tucci et al. 1965) and the
presence of HSVd, CDVd, CEVd and CBLVd were
reported for the first time 20 years ago (Pagliano et al.
1998). A recent analysis describes the presence and
distribution of HSVd, CDVd, CEVd and CBLVd at rates
of 92%, 50%, 23% and 21%, respectively (Pagliano et al.
2013). Contaminated graft and rootstock material leads to
both quality and quantity decrease, as well as longevity,
estimating losses of 30% of the national production
(Bertalmio et al. 2012). The National Citrus Sanitary and
Certification Program (PNSCC, by its acronym in
Spanish) provides certified budwood and rootstocks to
growers, free of pathogens such as CTV, CPsV, HSVd and
CEVd. Since 2014, the use of certified material by the
PNSCC has been mandatory (Bertalmio et al. 2012).

Despite the limited size of the citrus production-areas
of Uruguay, the current diversity and distribution of virus
and viroids affecting citrus is uncertain. In the present
study the distribution and incidence of CTV, CPsV, SDV,
CEVd, HSVd, CBLVd, CBCVd and CDVd, as well as the
main CTV genotypes prevalent in the country, were
investigated to contribute to an integrated pathogen
management strategy development.

Materials and Methods

Sampling design

For sampling design the number of productive trees
per geographic region and citrus type were taken into
account based on an official citrus survey strategy of the
Ministry of Livestock, Agriculture and Fisheries. We
implemented a stratified sampling scheme with
proportionate allocation being the strata defined to
consider all possible combinations of citrus type and
provinces. Thus, the sample size associated with each
stratum was defined by n_i=n.N_i /N, where n is the
total sample size, N_i is the number of productive trees in
the stratum i and N is the number of productive trees in
the country. Concerning oranges and mandarins,
productive trees are strongly grouped in Salto and
Paysandu provinces. Productive lemon trees are highly
grouped in San José province.

To be able to extrapolate results to the rest of the
country, the number of collected samples was calculated
based on a 95% confidence interval and an error tolerance
up to 3%. Samples were collected from commercial
groves over 26 months, from November 2014 to
December 2016, with a simple random sampling method.
A total of 1175 samples were collected across seven of the
19 provinces of Uruguay, including Artigas, Salto,
Paysandi, Rio Negro, San José, Montevideo and
Canelones (Figure 1).

The geographic location (geo-referenced coordinates)
of every sample was recorded. Sampling sites, as well as
the number of samples collected in each province, were
selected based on production volume, plant age and citrus
variety. Four tree age categories were defined; group 1,
trees up to 5 years old; group 2, 6 to 14 years; group 3, 15
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to 20 years; and group 4, trees over 20 years old. Citrus
types sampled included sweet oranges (Citrus sinensis),
both Valencias and Navels, Mandarin hybrids (Citrus
reticulata Blanco), Clementines (Citrus clementina Hort.
Ex tan.) and lemons (Citrus limon (L.) Burm. f). Only the

Table 1

I

Afourer cultivar was sampled for the mandarin hybrid
group. All samples were grafted onto P trifoliata
rootstocks. A summary of total collected samples per
geographic region, citrus variety and plant age is shown in
table 1.

Number of samples per citrus type collected from November 2014 to December 2016 listed per geographic region and plant age. The total number of

samples collected at each province 1s in brackets.

Citrus varieties

Valencia Navel Clementine Mandarin hybrid Lemon
Artigas (n=15) 5 0 8 0 2
= Salto (n=509) 219 133 55 82 20
2|2
e ~ Paysandii (n=450) 117 120 104 97 12
P
-a Rio Negro (n=26) 7 5 8 6 0
&
S. San José (n=61) 0 0 8 32 21
£
4 Montevideo (n=32) 0 0 0 10 22
&
Canelones (n=82) 0 0 0 7 75
Group 1 (n=194) 53 36 21 47 37
% Group 2 (n=327) 82 67 37 128 13
g
= Group 3 (n=2351) 64 54 66 54 13
Group 4 (n=399) 148 100 59 4 88

*Four samples were not assigned to any age group.

Isolation of total RNA and RT-PCR

Leaf tissue was taken from 5 different sites of the
canopy of each tree and pooled as one sample. Total RNA
was extracted using the RNeasy Plant Mini kit (Qiagen,
Hilden, Germany) according to the manufacturer's
instructions. As all the targeted pathogens have an RNA
genome, first-strand cDNA synthesis was performed with
random primers and the RevertAid first strand cDNA
synthesis kit (Thermo Scientific Inc., Hanover, MD,
USA) according to manufacturer’s instructions
(Supplementary materials for details). Detection of
viruses and viroids was performed using previously
published conventional and real-time PCR assays
(Supplementary file for details). For detection of SDV,
and viroids CEVd, HSVd, CBLVd, CDVd and CBCVd
conventional PCR was used (Bernad and Duran-Vila
2006; Iwanami 2010). A real time PCR assay with
SensiFAST™ SYBR® No-ROX kit (Meridian Bioscience,
USA) was used for CPsV detection (De Francesco et al.
2015). For CTV detection, a real-time PCR with a
hydrolysis probe as described by Bertolini et al. (2008)
was used. For CTV characterization, a conventional PCR
targeting p25 gene was used (Iglesias et al. 2008).

CTV characterization

For CTV genotypes determination circulating in the
country, a total of 451 CTV positive samples were
bi-directionally Sanger sequenced (Macrogen, Seoul,
South Korea). CTV sequences of 555 nucleotides in
length encompassing the p25 gene were aligned with
ClustalW in MEGA 6.0 (Tamura et al. 2011). The model
of nucleotide substitution that best fit the dataset (HKY)
was selected using the jModelTest program according to
the Akaike Information Criterion (AIC) (Akaike 1974;
Posada 2008). Maximum Likelihood (ML) phylogenetic
trees were reconstructed with PhyML program using an
online web server (Guindon and Gascuel 2003; Guindon
et al. 2010). The heuristic tree search was performed
using the SPR branch-swapping algorithm and branch
support was calculated with the approximate
likelihood-ratio (aLRT) SH-like test (Anisimova and
Gascuel 2006). Complete genome sequences were
retrieved from GenBank for reference sequences of eight
CTV genotypes (T36: AY340974, U16304; T30:
AF260651, Y18420; T3: KC525952; VT: EU857538,
EU937519, U56902; T68: EU076703, JQ965169; RB:
FJ525431, FJ525434; HAIL6-5: GQ454870; Sl:
KU589212, KUS589213). Uruguayan sequences generated
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were deposited in Genbank database with the following
accession numbers: KX257284-KX257350, MN721464 -
MN721811.

Statistical analysis

In order to compare infected trees rate according to
pathogen, geographic region, citrus type or plant age, a
multiple hypothesis testing was performed considering
Holm-Bonferroni method (Holm, 1979). Since
Bonferroni's bound for family-wise error is quite
conservative, p-values up to 4e-3 were considered to
declare  significance. R software version 3.3.3
(https://www.r-project.org) and the proportion test
(prop.test()) which approximates the binomial distribution
by the normal for large samples, were used for statistical
calculations.

Results

In the present study 1175 samples collected in the
main Uruguayan citrus growing areas were analysed for
the presence of eight graft-transmissible citrus pathogens.
CTV was the most frequently detected virus. It was
detected in 1096 samples corresponding to 93.3%
prevalence. CPsV was identified in 529 samples, with a
detection rate of 45%. HSVd and CDVd were less
prevalent, with detection rates of 3.6% and 15.6%
respectively. SDV, CBLVd and CBCVd were not
detected, whereas CEVd was detected only in one sample.
No pathogens were detected in 6% of all collected
samples and less pathogen-free plants were detected, the
older the trees were.

Pathogen prevalence by geographic region

The two main citrus growing regions of Uruguay
differ in citrus types planted, soil composition and
climatic conditions. Due to these regional differences
samples were representatively collected as per the
sampling strategy and 1000 samples were collected from
the north and 175 from the south. The prevalence of CTV,
CPsV and CDVd differed between the northern and
southern regions. The prevalence of CTV was
significantly higher in the northern region at 94.4%
(p-value: 4.4e-4) compared to 89.6% in the samples
collected from the southern region. The presence of
CDVd was also higher in the north, at 17.3% compared to
5.7% in the south (p-value: 1.5e-4). Conversely, the
prevalence of CPsV was significantly higher in the
southern region, with a detection rate of 60% compared to
a prevalence of 42.4% (p-value: 2.3e-5) in the north.
HSVd was detected at similar rates in the two regions,
with no significant differences. In the northern region 3%
of the samples were positive for HSVd, whereas in the
south a prevalence of 6.9% was determined. Figure 1 is a
graphic representation of the detection of each pathogen
per region.

CTV and CDVd were significantly less prevalent in
San José province compared to the other six provinces
(p-values: 4.8e-8 and 4.0e-3, respectively). CTV was

detected in 75% of samples in San José and in other

provinces detection ranged between 91% and 100%
(Table 2). CDVd

~
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Fig. 1. Percentage of positive samples for the analysed pathogens in the
northem (light grey) and southem (dark grey) regions of the country.

was detected in 2% of samples collected from San José
whilst in the rest of the country detection ranged between
6% and 24% (Table 2). The detection of CPsV and HSVd
was lower in San José compared to the other provinces
but this difference was not statistically significant.

Pathogen prevalence per citrus type

Differences in pathogen prevalence between citrus
types were analysed and results are presented in Table 2.
CTV was significantly more prevalent (97%) in sweet
oranges compared to mandarins (p-value: 9.3e-11) and
lemons (p-value: 1.7e-3). Despite relatively high detection
rates of CTV in mandarins and lemons (over 85%), no
statistically significant differences were found between
these citrus types. Conversely, CPsV was more frequently
detected in lemons compared to sweet oranges with
detection in 74% of samples (p-value: 1.1e-8). The
detection of CPsV in sweet oranges was higher than in
mandarins (p-value: 3.2e-7). Between the mandarin types,
Clementines and Mandarin hybrids (Afourer), the
detection of CPsV was significantly lower in the latter at
23% (p-value: 8.5e-5). HSVd was not detected in Afourer
and only in a single Navel orange sample. The detection
rates for HSVd in the various citrus types ranged from 0%
to 11%. CDVd was more prevalent than HSVd in all the
citrus types ranging between 11% and 21%. Nevertheless,
no significant differences were found for CDVd between
citrus types.

Overall, pathogen detection was lowest in Afourer
(mandarin hybrid) at 85% for CTV, 23% for CPsV, 11%
for CDVd and no detection of HSVd.
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Table 2

3

Numbers and percentages of positive samples for CTV, CPsV, HSVd and CDVd per geographic region, citrus type and plant age. Red squares highlight

statistically significant results.

CTV CPsV HSVd cDvd
Collected
samples
Total % Total % Total % Total %
Artigas 15 15 100 8 53 0 0 0 0
Salto 509 478 94 211 41 12 2 61 12
g
B Paysandi 450 426 95 185 41 13 3 107 24
-
v
2 Rio Negro 26 25 9 20 77 5 19 5 19
-
g San José 61 46 75 23 38 1 2 1 2
Montevideo 32 31 97 24 75 4 13 4 13
Canelones 82 75 91 58 71 7 9 5 6
Valencia 348 343 99 177 51 7 2 51 15
£ Navel 258 249 97 110 43 1 0 54 21
Y
s
g Clementine 183 165 90 76 42 17 9 37 20
(8] Afourer 234 199 85 54 23 0 ’ 0 ’ 25 11
Lemon 152 140 92 112 ‘ 74 ‘ 17 11 16 11
Saroup ] 194 168 87 92 47 4 2 28 14
(up to 5)
%o Group 2 327 303 23 88 27 3 1 52 16
st (6to 14) : =
g § Group 3
= o > = 25 2 7
= (15 t0 20) 251 239 95 92 3 6 2 41 16
Gropd 399 385 96 257 64 29 7 62 16
(over 20)

Pathogen prevalence and tree age

The influence of tree age on pathogen prevalence was
investigated. No significant differences were found
among age groups 1 to 3 for any of the pathogens.
However, trees older than 20 years had higher rates of
CTV (p-value: 4.0e-3), CPsV (p-value: 2.2e-16) and
HSVd (p-value: 2.5¢-6).

Prevalence of pathogen co-infections

Co-infection of pathogens was frequent. Fifty-one
percent of the samples were co-infected with at least two
pathogens (597 co-infected trees). Forty percent of
samples were infected with two pathogens (463 samples)
and the most common pathogen combination was CTV
and CPsV (84%). Ten percent of samples were
co-infected with three pathogens (120 samples) and the
most frequent trio was CTV, CPsV and CDVd (80%).
Fourteen samples were co-infected with the four
pathogens (CTV, CPsV, CDVd and HSVd). The only
sample infected with CEVd, a lemon tree from Salto

province, additionally contained CTV, CPsV and HSVd.
CTV was present in all co-infected plants. No
co-infections of CDVd and HSVd or in combination with
CPsV were detected.

More co-infected trees were detected in the northern
region compared to the southern region (p-value: 1.7e-3).
More pathogen combinations were found in the northern
region, e.g. Clementines from Paysandi province had
seven different pathogens combinations and lemons from
Salto province were infected with six different pathogens
combinations (data not shown). Pathogen combinations
detected in the south were less complex with only four
pathogen combinations (data not shown).

Regarding citrus types, lemons had the highest
frequency of co-infections (p-value: 5.5e-5) and
mandarins had significantly less co-infections than sweet
oranges (p-value: 1.8e-9).
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CTV genotype prevalence

A maximum likelihood phylogenetic tree was
constructed with 416 nucleotide sequences of the p25
gene region to determine the prevalence of CTV
genotypes. Five genotypes were identified and 87% of the
samples grouped into the HA16-5-genotype with an aLRT
support of 0.8 (Figure 2).

Twenty-six samples (6.3%) clustered with T68 of
which 19 were Afourer samples. Genotypes RB and VT
were detected in 3.6% and 2.6% of the analysed samples,
respectively. The RB genotype was detected in all the
citrus types, but VT was only detected in lemons. Two
sequences clustered with T3 genotype. The S1, T30 and
T36 genotypes were not detected in any of the samples.

&
\\\“

IF

No statistically significant differences were found
between the RB, T3 and VT genotypes in plants of
different age groups.

However, genotype T68 was significantly more
prevalent in plants of age group 2 (p-value: 7.8e-12),
whereas genotype HA16-5 was significantly more
prevalent in plants older than 20 years old (p-value:
0.0001). The HA16-5 genotype was more prevalent in
sweet oranges compared to other citrus types (p-value:
1.1e-9), but was significantly less in the Afourer cultivar
(p-value: 2.2e-16).
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Fig. 2. Cladogram of CTV-p25-gene sequences. Coloured branches represent the seven described genotypes of the virus (T30, green; T36, violet; T3, yellow;
VT, red; T68, orange; RB, blue; S1, black; HA16-5, turquoise). Principal nodes’ aLRT support values are given.
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Discussion

The aim of this study was to determine the sanitary
status of citrus orchards in Uruguay for specific
graft-transmissible viruses and viroids. The occurrence
and distribution of eight viral and viroid pathogens, as
well as the main CTV genotypes prevalent in Uruguayan
cittus were determined. Despite regional surveys
reporting the presence of CTV, CPsV and citrus viroids
including HSVd, CEVd, CDVd and CBLVd, a national
survey was not previously conducted (Tucci et al. 1965;
Pagliano et al. 1998; 2013). SDV, CBLVd and CBCVd
were not detected and CEVd was not widely detected in
this study whilst CTV, CPsV, HSVd and CDVd were
found widespread in Uruguay.

CTV was the most prevalent virus detected and was
present in all the regions sampled and in all citrus types.
CTV was however more prevalent in the north of the
country in sweet oranges, which is the main citrus type
produced in the region. Also, CTV was more prevalent in
trees older than 20 years, probably due to the longer
exposure to the CTV vector, T. citricida. Previous studies
reported the presence of CTV in Uruguay, and various
CTV genotypes, including the RB genotype, which was
found on trifoliate rootstocks previously thought to be
CTV resistant (Garnsey et al. 1987; Benitez-Galeano et al.
2015, 2018; Hernandez-Rodriguez et al. 2017, 2019;
Rubio et al. 2019). Results also confirmed the previously
reported, widespread distribution of the HA16-5 genotype
in all the citrus growing regions of the country
(Benitez-Galeano et al. 2015, 2017; Rubio et al. 2019).

This multi-causal scenario is a product of biological
characteristics of the virus and management strategies.
The endemic distribution of CTV in Uruguay can be
attributed to the presence of the most efficient vector of
CTV and the existence of older orchards which acquired
CTV over time. The PNSCC stated in 2014 the
compulsory use of certified budwood and rootstocks, but
the benefits of the sanitary scheme were not observed in
older orchards established prior to the scheme. These
results support the long-term goals of the National
Research Program for Citrus Production for implementing
cross protection for CTV management, previously
demonstrated to minimize damage by CTV severe strains
in Brazil and South Africa (Roistacher et al. 2010).
However, the implementation of cross-protection could be
challenging due to the diversity and population
complexity of CTV strains found in the country
(Benitez-Galeano et al. 2015, 2017; Hernandez-Rodriguez
et al., 2019; Rubio et al. 2019). As cross-protection is
genotype specific, it would be reasonable to implement
cross-protection for HA16-5 genotype due to its
widespread distribution, as well as for RB genotype since
90% of Uruguayan citrus trees are grafted onto trifoliate
rootstocks (Folimonova 2013; Bergua et al. 2016).

After the destruction of citrus groves by tristeza in
Uruguay in the 1940s, an increased incidence and disease
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severity of psorosis was reported (Tucci et al. 1965). This
spread of CPsV could be explained by an indiscriminate
use of diseased budwood (Tucci et al. 1965). Natural
spread of the virus has also been suggested in Uruguay,
Argentina and in Texas, USA, but no vector has been
found yet (Campiglia et al. 1976; Pujol and Befiatena
1965; Timmer and Gamsey 1980; Garcia et al. 2017;
Hernandez-Rodriguez et al. 2020; Zhou et al. 2020).
CPsV was the second most prevalent pathogen detected in
this study and was also present in all regions sampled.
This is the first quantitative survey for CPsV which
detected the virus in 45% of the samples. This result, in
combination with the high CTV and CPsV co-infection
rate, could suggest the presence of a common vector for
both viruses. Despite Hernandez-Rodriguez et al. (2020)
could not find evidence of CPsV transmission by T
citricida, further experiments with other aphid species are
necessary to test this hypothesis.

Although the limited distribution of SDV around the
world, SDV infects nearly all of the citrus and citrus
relatives and the most sensitive citrus type is mandarin
(Iwanami 2010). The introduction of infected material to
Uruguay is possible due to commercial relationships with
countries that have reported the presence of the virus.
SDV was included in the present study since
spoon-shaped leaves were observed in Uruguayan citrus
groves and 36% of the citrus planted are mandarins. The
virus was not detected, suggesting that the observed
symptoms could have been due to physiological effects,
such as thermal shock.

Pagliano et al. (2013) reported the occurrence and
distribution of HSVd, CDVd, CEVd and CBLVd with
detection rates of 92%, 50%, 23% and 21%, respectively.
Results of this study however, showed lower incidences
of HSVd, CDVd and CEVd and no detection of CBLVd.
Viroids are transmitted by infecting budwood and
contaminated tools. Appropriate management strategies
such as removal of symptomatic plants and tool
disinfection, as well as the use of certified plant material
over time could explain the low detection of these
pathogens.

A focus of the National Research Program for Citrus
Production to gain greater access to international citrus
markets by varietal replacement has led to the planting of
new orchards such as was done for Afourer since 2007.
The use of imported certified plant material at that time
could explain the lower prevalence of CTV, CPsV and
CDVd and the lack of detection of HSVd in this cultivar.
Younger orchards also have a shorter exposure time for
CTV infection to have occurred.

The widespread distribution of CTV and its vector T.
citricida, changes on rootstocks usage over time, the lack
of knowledge about the sanitary condition of plants used
as bud sources, and the absence of a plant material
sanitation and certification program set the perfect
scenario for dissemination of citrus virus and viroids.
Therefore, co-infections of viruses and viroids were found
more frequently in older orchards. However, the
implementation of the PNSCC has seemingly led to a
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decrease in the incidence of citrus viruses and viroids.
The prevalence of HSVd, CEVd and CDVd was shown to
be lower than previously reported and CBLVd was not
detected again. Additionally, this study is informative for
growers and they should be encouraged to test for
graft-transmissible pathogens prior to top-working older
orchards to new varieties.

Besides, the information gathered here about CTV
genotypes circulating in the country is extremely
important to support the national efforts to develop
cross-protection to manage the virus.
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2.3. Benitez-Galeano et al. 2017 The evolutionary history and

spatiotemporal dynamics of the NC lineage of CTV

El presente trabajo contribuyd con la caracterizacién evolutiva del linaje NC,
actualmente llamado HA16-5, que presenta una elevada incidencia en el Uruguay.
Mediante andlisis bayesiano se logro establecer la tasa evolutiva del linaje, asi como
la trayectoria de dispersion geografica a nivel mundial. También logramos
establecer los afios de ingreso del linaje al pais y la dinamica poblacional,
observando una expansion local en Uruguay durante su segundo ingreso. Estos
estudios permiten comprender en mayor profundidad el comportamiento de este

linaje de importancia para el pais.

Estos resultados permitieron cumplir los objetivos especificos 2.1.6 y 2.1.7.

Los resultados fueron publicados en la revista Viruses: Benitez-Galeano M],

Castells M & Colina R. 2017. The evolutionary history and spatiotemporal dynamics

of the NC lineage of CTV. Viruses. 9, 272. doi: 10.3390/v9100272.
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Abstract: Citrus tristeza virus (CTV) is a major pathogen affecting citrus trees worldwide. However,
few studies have focused on CTV’s evolutionary history and geographic behavior. CTV is locally
dispersed by an aphid vector and long distance dispersion due to transportation of contaminated
material. With the aim to delve deeper into the CTV-NC (New Clade) genotype evolution, we
estimated an evolution rate of 1.19 x 1072 subs/site/ year and the most common recent ancestor in
1977. Furthermore, the place of origin of the genotype was in the United States, and a great expansion
of the population was observed in Uruguay. This expansion phase could be a consequence of the
increment in the number of naive citrus trees in Uruguayan orchards encompassing citrus industry
growth in the past years.

Keywords: citrus tristeza virus; evolution rate; phylogeography; NC genotype

1. Introduction

RNA viruses have a great potential for rapid evolution due to the high mutation rates, large
population sizes, and short generation times [1]. This rapid evolution means that epidemiological and
evolutionary processes occur on a time scale of a few years.

Citrus tristeza virus (CTV; genus Closterovirus, family Closteroviridae) is one of the most destructive
pathogens that affect citrus trees worldwide [2]. The CTV genome is a single-stranded positive sense
RNA molecule of approximately 19.3 kb in length containing 12 open reading frames that encodes
for at least 19 protein products, including replication proteins, cell-to-cell movement proteins, virion
assembly proteins, suppressors of RNA silencing proteins, and two capsid proteins [3-6]. p25 is a
multifunctional protein involved in the suppression of intercellular RNA silencing and works as a
capsid protein covering 95% of the virus genome [3,6].

Natural CTV hosts essentially include species of the genera Citrus and Fortunella, and depending
on the virus strains and on the species or scion-rootstock combinations, CTV may cause three distinct
syndromes named quick decline, stem pitting, and seedling yellows [2]. As an aphid-borne virus
transmitted in a semi-persistent manner, CTV is mainly transmitted by vector species from the genera
Toxoptera and Aphis, which locally spread the virus within a given citrus producing area. Long-distance
dissemination is caused principally by the transportation of infected material [2].

Like most RNA viruses, CTV exists in nature as a mixture of genetic variants that coexist in the
same plant displaying high levels of genetic and phenotypic diversity [7]. Genetic studies of different
strains of CTV revealed the existence of seven distinct genetic lineages or genotypes worldwide, known
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which the complete genomes are available, grouping into a clade with nucleotide sequence identities
higher than 98.7% for p25 gene between strains [13].

CTV biology has been intensively studied for many decades, but evolutionary and spatiotemporal
phylodynamic studies, which can provide relevant information for understanding the emergence
of new viral diseases, genotypes, or genetic variants and for designing more efficient strategies for
disease control, have not been conducted in-depth. In this matter, few studies have focused on CTV’s
evolutionary history with reference to geography [12,14,15]. The whole CTV genome evolutionary rate,
from an infectious clone introduced by bark-flap inoculation into C. macrophylla, has been calculated to
be 7 years after inoculation and was in the order of 1075 substitutions per site per year (s/s/y) [12]. This
parameter was also calculated for p20 and p25 genes, in both cases resulting one order of magnitude
higher (10~% s/s/y) than that for the complete genome estimation [14,15]. In the same article, Silva
and co-workers [14] estimated the time of the most recent common ancestor (tMRCA) of CTV lineages
based on the p25 gene. Nevertheless, these parameters were estimated for all CTV extant genotypes
described at the moment of publication of the respective articles, highlighting the fact that the NC
genotype has not yet been described. Another important contribution regarding the geographic
behavior of CTV was made by Davino and co-workers [15], who studied the genetic relationship
among CTV strains from Sicily, Italy, and evaluated the geographical and temporal dissemination
of the virus in the island. Their results suggest that mild and severe CTV isolates belonging to five
different clades (lineages) were introduced in Sicily in 2002.

With the aim to describe the spatiotemporal dynamics of the new NC-CTV genotype, which is
highly represented in Uruguayan citrus orchards, we performed a Bayesian analysis of 123 dated
sequences belonging to the aforementioned genotype. Sequences from Africa, Asia, Europe, North
America, and South America were included in the analysis, and the ancestor of the NC genotype was
dated as well as its evolutionary rate based on the p25 coding region. We also delineated the possible
geographic dispersion route of the virus since its origin until 2015. To our knowledge, this is the first
exhaustive report of the evolutionary and geographical behavior of the NC genotype, from which an
exhaustive characterization remains incomplete.

2. Materials and Methods

2.1. Sequence Dataset

A total of 123 sequences of CTV p25 gene and associated information including collection date
and location were retrieved from the NCBI nucleotide database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) to
perform the analyses. The dataset comprises sequences collected between 1979 and 2015 from different
countries, including Angola, Argentina, Brazil, China, Greece, India, Portugal, Sao Tomé and Principe,
Taiwan, United States, and Uruguay. The Uruguayan sequences used in the present work were
obtained from samples processed by our group (Table S1).

2.2. Phylogenetic Analysis

CTV sequences were aligned with ClustalW in MEGA 6.0 (available online: http://www.
megasoftware.net/) generating a sequence alignment of 572 nucleotides in length covering positions
16130-16702 (NCBI nucleotide sequence accession number U56902) [16].

In order to prevent bias in the phylogenetic, phylodynamic, and phylogeographic analyses,
we used the RDP, GENECONV, MAXCHI, CHIMAERA, 3SEQ, BOOTSCAN, LARD, and SISCAN
heuristic recombination detection methods implemented in the RDP4 software package with default
settings [17-25]. No recombinant sequences were identified, nor was there any evidence for
phylogenetic incongruence among the sequences analyzed here.

The model of nucleotide substitution that best fit the dataset (HKY) was selected using the
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The heuristic tree search was performed using the SPR branch-swapping algorithm and branch support
was calculated with the approximate likelihood-ratio (aLRT) SH-like test [30].

2.3. Phylodynamic and Phylogeographic Approaches

The time of most recent common ancestor (tMRCA), the evolutionary rate of the new CTV
genotype (NC) and its demographic history in Uruguay were jointly inferred using the Bayesian
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) statistical framework implemented in the BEAUti/BEAST
package v1.8.0 (available online: http:/ /tree.bio.ed.ac.uk/software /beast/) [31].

The TempEst program was used to determine that sequences used in this work showed temporal
structure to proceed with molecular clock analyses.

The HKY nucleotide substitution model was determined to be the best fit with the dataset and
the lognormal relaxed (uncorrelated) molecular clock model was used [14,32,33]. Bayesian analyses
were conducted with the available tree priors described by Silva and co-workers [14] for the p25
gene and the best demographic model was evaluated through Bayes Factor; the Bayesian Skyline
coalescent tree prior was used [34]. A Markov Chain Monte Carlo (MCMC) process was run for
200 million generations, and the results were visualized with Tracer v1.5.0 program (available from
http://beast.bio.ed.ac.uk /Tracer) discarding the initial 10% of the run as burn-in. The effective sample
size (ESS) values were checked to evaluate the convergence of the analysis, accepting only values
higher than 200 for all the parameters. The demographic history of the new CTV clade in Uruguay was
represented graphically with Tracer v1.5.0, through the effective number of infections as a function
of time.

Phylogeographic analysis was conducted with HKY nucleotide substitution model, lognormal
relaxed (uncorrelated) molecular clock model and a Bayesian skyline coalescent tree prior. Using
the evolutionary rate estimated in this work and a Bayesian stochastic search variable selection
(BSSVS), MCMC processes were run for 200 million generations. ESS values were checked
to evaluate the convergence of the analysis, accepting only values higher than 200 for all the
parameters. The Maximum Credibility Clade Tree (MCCT) was obtained with TreeAnnotator v1.8.0
of BEAUti/BEAST package and visualized with FigTree v 1.4.0 (http: //tree.bio.ed.ac.uk/software/
figtree). Phylogeographic dissemination pattern was visually determined with SPREAD v 1.0.6
and KMZ file was visualized with Google Earth® [35]. The KMZ file is available from the authors
upon request.

3. Results

3.1. The Monophyly and Temporal Signal of the Data Set

In order to test that the Uruguayan field samples collected in 2015 belonging to the NC genotype, a
phylogenetic analysis with the ML method was performed, and the tree showed that all the sequences
used in this work clustered as a highly supported monophyletic group (aLRT = 1) (Figure S1). Another
important fact to take into account when Bayesian approaches are used is that the dataset must have
temporal signal and are not the result of artefactual nucleotide changes in the sequences [36,37]. We
estimated the temporal signal with TempEst software (available online: http://tree.bio.ed.ac.uk/
software/tempest/) [38] and sequences with incongruent data/variability were discarded.

3.2. Rates and Dates of Evolution

Our Bayesian coalescent estimates of evolutionary dynamics, based on the p25 gene,
indicate that the CTV-NC genotype evolves at a rate of 1.19 x 1073 subs/site/year (95% HPD,
1.72 x 1073 — 7.1 x 10~* subs/site/year). This rate was used to estimate times to common ancestry.
Based on the MCCT (Figure 1), the most plausible place of origin of the new CTV-NC genotype data
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Figure 1. Time-scaled Bayesian MCC phylogeny of CTV-NC genotype. Sequences from different
countries encompassing the p25 gene were used to phylogeny reconstruction. Branches were colored
according to the most probable location of their parental nodes. AO: Angola; AR: Argentina; BR: Brazil;
CN: China; GR: Greece; IN: India; PT: Portugal; PT-30: Madeira Island; ST: Sao Tomé and Principe; US:
United States; UY: Uruguay.

With respect to the spatio-temporal dynamics of the genotype, the results are summarized on
an MCC tree with branches colored according to the most probable location of their parental nodes
(Figure 1), and with a map representing the most significant migration routes among countries between
1977 and 2015 (Figure 2).

As can be seen in both Figures 1 and 2, after its origin in 1977, the virus began to move from the
US to different countries. In 1986 (1980-1990) NC-genotype viruses spread to Argentina and 5 years
later, in 1991 (1987-1994) the virus arrived to Uruguay from its neighboring country (Figure 2). After
1991, the virus moved from Uruguay to Madeira Island in Portugal and to Brazil in 1996 (1994-1998)
(Figure 2). After its arrival in 1996 to Brazil, the virus continued spreading to Angola in 2002 (2001-2004)
and to Sao Tomé and Principe (Figure 2). In 2007, the virus genotype moved from Brazil to Asia,
specifically to China with a 95% HPD interval ranging from 2006 to 2008. In 2008, the virus moved
from Brazil to mainland Portugal (2007-2009) and to Greece (2005-2009), and from the latter moved to
India after 2008 (Figure 2). Finally, a second introduction of the virus from China to Uruguay occurred
in 2012 (2010-2013) with an important local expansion of the population after its arrival (Figure 2).



Viruses 2017, 9, 272 50f9

Figure 2. Spatiotemporal dynamics of CTV-NC genotype circulating in the world. Dispersal pattern
(blue arrows) between 1977 and 2015, reconstructed from the MCC tree and the probably year of arrival
to each country (blue squares with the year) are shown. The local expansion occurred in Uruguay is
shown (light blue circle). Map was adapted from Google Maps® (Google®, Mountain View, California,
United States).

3.3. Evolutionary History of the Genotype

The demographic reconstruction of this new genotype, observed in the Skyline plot (Figure 3),
showed that the viral population size can be divided into two different phases.

1x10°

1x10?

1x10*

1x10°

1x102

1980 1990 2000 2010

Figure 3. Population dynamics of the CTV-NC genotype. The demographic history of the genotype is
shown since its origin in 1977 until the most recent sequence of the dataset, 2015. The Bayesian Skyline
plot shows the evolution in population size. Median (dark line) and upper and lower 95% HPD (blue

reeion) estimates of effective nonulation size (r-axis) throueh time in vears (x-axis) are shown.
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The first phase shows that the population size remained constant since its origin until around
2012. In the second phase, we can observe an increment of one log of the population size around this
date until 2015, the date of the most recent sequences of our dataset, suggesting that the population
is growing.

4. Discussion

The monophyly of the NC genotype jointly with the fact that no recombinant sequences were
found among the strains used in the present work are important in order to avoid bias in the subsequent
phylodynamic and phylogeographic analyses.

The substitution rate obtained in the present work is similar to values reported for other RNA
viruses [39]. Nevertheless, Silva and co-workers [14] recently described the gene evolutionary rate in
the order of 10~* subs/site/year, although their calculations were made for all the CTV circulating
genotypes at once. It has been proposed that, with the emergence of a new variant or during an
outbreak, the evolutionary rate of a virus is faster and becomes slower and reaches the equilibrium
after a period of time [40,41]. In this case, this is the first calculation of the CTV-NC genotype
evolutionary rate apart from the other circulating genotypes being maybe the explanation for the
difference between values.

Related to the ancestor, there is only one previous report of the tMRCA for all the existing CTV
genotypes [14] in which the ancestor of the clade corresponding to the NC genotype (Group 5 Nolasco’s
typing system) was located between 37 and 431 years before 2010 (1579-1973). Despite the broad
range obtained by the authors, which may simply reflect the heterogeneity in divergence times for the
different CTV genotypes on which the calculations were based, our results are consistent with this.

The continuous movement of infected material, probably in an illegal manner despite the strict
sanitary programs of every citrus-growing country, allows this virus genotype to spread continuously.
Although this is the first report of the most probable dissemination dates and geographic locations of
the CTV-NC genotype, our calculations predict that the virus was present 2—4 years before the first
report of this genotype in every country where Group 5 of Nolasco’s typing system was used to report
it [42,43]. This result is consistent with a scenario in which the virus remains undetected until the
number of infections reaches a detection threshold.

With respect to the spatio-temporal dynamics of the genotype in Uruguay, our results are in
agreement with the two different introductions of the virus in the country, and it seems that the
population size is growing since the second entrance of the genotype in Uruguay. The local expansion
after the second introduction of the virus are confirmed by the high prevalence of this genotype in the
country [13]. This population growth could be in agreement with the increment of the number of naive
citrus trees in Uruguayan orchards to encompass the citrus industry increase. Nevertheless, to confirm
that the population is still growing, further analyses and continuous vigilance of citrus trees is needed.
It has also been shown that temperature has an impact in virus population dynamics, favoring the
spreading of thermo-tolerant variants at the expense of a diminished replication of other variants [44].
However, to confirm this hypothesis, further analyses are needed.

5. Conclusions

CTV has been moving around the world since the origin of modern citrus-growing techniques.
The movement of contaminated material and the local dispersion of the virus by aphids after its
arrival to a new place, together with an increasing number of naive trees are the perfect scenario
to a new virus genotype to rise. In the present work, we describe for the first time the dispersion
pattern of the recently described NC-genotype around the world as well as the date of origin and
its evolutionary rate. In particular, we describe a possible scenario to explain a local growth of its
population in Uruguayan citrus orchards, which is in agreement with the emergence of a new variant
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to develop a genotype-specific cross-protection program against this highly represented genotype
in Uruguay.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/1999-4915/9 /10/272/s1.
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3.1.1

3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

3.1.5.

3.1.6.

CAPITULO 2. CARACTERIZACION BIOLOGICA,
MOLECULAR Y EVOLUTIVA DE SUBAISLADOS DE CTV

Objetivos especificos

Comprobar la existencia de un tnico tipo de variante genética mediante la
técnica Single Strand Chain Poyimorphism (SSCP).

Realizar la caracterizacion bioldgica de subaislados de CTV de interés en
plantas indicadoras.

Obtener el genoma completo de los subaislados mediante secuenciacion
masiva.

Establecer el grado de variabilidad genética intra poblacional de los
subaislados secuenciados.

Realizar estudios de recombinacién genética con los genomas completos
obtenidos.

Realizar estudios filogenéticos de los genomas completos.



3.1. Hernandez-Rodriguez et al. 2019: Diversity of Uruguayan CTV

populations segregated after single-aphid transmission

En el presente trabajo se realizoé la caracterizacion bioldgica y molecular de aislados
de campo de CTV, asi como también de los propios subaislados obtenidos
mediante transmisioén por un solo afido, utilizando el vector Toxoptera citricida.
La caracterizacion molecular, mediante los genes p20, p23 y p25, de los aislados
madre y subaislados permitié observar de manera general la estructura de las
poblaciones en campo y segregadas. La importancia de la segregacion poblacional
radica en la utilizacion de aislados homogéneos para el establecimiento de la

proteccidn cruzada.

A partir de este trabajo se obtuvieron los subaislados del aislado madre DSST
utilizados en la presente tesis. Indirectamente, estos resultados contribuyeron con

los objetivos especificos 3.1.1. y 3.1.2.

Los resultados se publicaron en la revista Tropical Plant Pathology: Hernandez-
Rodriguez L, Benitez-Galeano M], Bertalmio A, Rubio L, Rivas F, Arruabarrena

A, Rolon R, Colina R & Maeso D. 2017. Trop Plant Pathol. 44; 352-362.
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Abstract

Prevalence of citrus tristeza virus (CTV) isolates causing severe stem pitting symptoms with a high diverse genetic composition
represents a threat for citrus crops in Uruguay. This work aimed to characterize viral components of CTV populations segregated
by single aphid (Toxoptera citricida) transmission (SAT). Thirty-nine SAT-derived sub-isolates were obtained from six CTV field
isolates. Only eight were MCA13 non-reactive, and six of them, together with other three MCA 13 reactive sub-isolates, were
considered mild by the intensity of their reaction in ‘Mexican’ lime, ‘Madam Vinous’ sweet orange, ‘Duncan’ grapefruit and sour
orange indicator plants. Fourteen sub-isolates, including two MCA13 non-reactive, were considered moderate, and the remaining
sub-isolates were all MCA 13 reactive and with severe reactions in the indicator plants. Sequence comparisons of the p20, p23 and
p25 genes showed a high inter (among all isolates and their derived sub-isolates)- and intra (among each isolate and its derived
sub-isolates)-specific evolutionary diversity, with the presence of the CTV strains VT, T3, RB, and NC in mixtures of their
complex populations. Together, our data revealed the heterogeneity of the Uruguayan CTV populations in these CTV field
isolates. The results provide additional biological and molecular information on the complex CTV populations in Uruguay and
must be considered for improving the CTV management program.

Keywords Closterovirus - Toxoptera citricida - Biological indexing - CTV - SAT

Introduction

Citrus tristeza virus (CTV; Closteroviridae, Closterovirus) is
the causal agent of a major disease of citrus crops worldwide
(Moreno et al. 2008). CTV infection causes three main syn-
dromes: tristeza or decline (D) of citrus species grafted on sour
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orange (Citrus aurantium L.), stem pitting (SP) of all Citrus
species and cultivars regardless of the rootstock, and seedling
yellows (SY) of sour orange, grapefruit (C. paradisi Macf.) or
lemon [C. limon (L.) Burm. f.] seedlings (Moreno et al. 2008).
A complete lack of symptoms has also been observed in sev-
eral citrus regions of the world, even in plants with high CTV
titer (Moreno et al. 2008; Dawson et al. 2015). The develop-
ment of the disease is complex, varying from mild to severe
symptoms depending mainly on the CTV circulating strains,
viral composition of the infecting populations and cultivar-
rootstock combinations (Harper et al. 2015a).

The genome of CTV consists of a ~19.3 kb positive-sense
single-stranded RNA molecule comprising 12 open reading
frames (ORFs) and two untranslated regions (UTRs) located
at its 5’ and 3’ ends (reviewed by Moreno et al. 2008). The
major coat protein p25 (CP) and the p20 and p23 proteins act
as RNA silencing suppressors, among other functions
(Moreno et al. 2008). CTV spreads to new geographical re-
gions by the movement of infected plant material (Moreno
et al. 2008). Locally, the virus is transmitted in a semi-
persistent manner by several aphid species, with Toxoptera
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citricida Kirkaldi and Aphis gossypii Glover as the main vec-
tors (Bar-Joseph et al. 1989; Timmer et al. 2000).

Infected field trees commonly harbor a CTV population
containing a mixture of strains that eventually can increase
in complexity due to re-inoculation of different variants or
strains, or by natural generation of recombinants (Roy and
Brlansky 2009; Harper 2013). The current CTV strain classi-
fication, based on complete genome sequences, recognizes at
least six strains: T36, VT, T3, RB, T68 and T30, causing a
wide range of symptoms (Harper 2013). Benitez-Galeano
et al. (2015) proposed a seventh strain named NC represented
by the isolate HA16-5.

In Uruguay, around 95% of the cultivated citrus species are
grafted onto Poncirus trifoliata (L.) Raf. or its hybrid
‘Citrange’ (C. sinensis X P. trifoliata). CTV and its vector
T. citricida have an endemic distribution in the country
(Koch de Brotos and Boasso 1955). Recent studies revealed
the presence of VT, T3, T36, RB and NC strains, as well as
complex genetic mixtures of CTV populations (Benitez-
Galeano et al. 2015; Hemandez-Rodriguez et al. 2017) and
the spread of severe SP-causing isolates (Rubio et al. 2019).
Since the presence of severe SP-causing isolates could be
affecting productivity and fruit quality in Uruguay, the imple-
mentation of'a long-term cross-protection program is essential
to complement the ongoing National Citrus Sanitation
Program. This work describes the biological, serological and
molecular characterization of viral components of CTV pop-
ulations of a discrete set of Uruguayan field isolates segregat-
ed by single aphid transmission (SAT), providing additional
information on the complexity of this virus circulating in the
country.

Materials and methods
CTV field isolates

Field isolates used as CTV sources were collected from adult
trees older than 15 years. Isolates DSST and 158 were recov-
ered from asymptomatic ‘Navelina’ and ‘Navel Lane Late’
sweet orange (C. sinensis) trees, respectively, near Salto city
(Salto Department). SNH and SAG4 isolates were recovered
from asymptomatic ‘Newhall’ and ‘Navel Lane Late” sweet
orange trees, respectively, at Constancia (Paysanda
Department). The SACH isolate was obtained from a stunted
and wilted “Navel Lane Late’ sweet orange tree at Paysandu
Department. The TR7 isolate was collected in 1990 from an
asymptomatic tree in a commercial ‘Criollo’ lemon (C. limon)
orchard at the Southem region of Uruguay. All these field
isolates (hereinafter “CTV isolates™) were recently character-
ized by Rubio et al. (2019). The isolates were grafied on
‘Mexican’ lime (ML) [C. aurantifolia (Christm.) Swing.]
seedlings and were kept in single pots in an insect-proof

temperature-controlled (18-27 °C) glasshouse following stan-
dard procedures (Roistacher 1991). CTV infection in all the
plants used as CTV sources was confirmed by Double
Antibody Sandwich - Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (DAS-ELISA), as described below.

Establishment of Toxoptera citricida CTV-free
colonies

CTV-free colonies of brown citrus aphid (7. citricida; BrCA)
were established following the procedure described by Lin
et al. (2002), using “Etrog’ citron (C. medica L.) seedlings as
hosts. These plants were maintained in 0.35 m x 0.45 m %
0.5 m cages (I/w/h) covered with anti-aphid mesh inside a
temperature-controlled glasshouse (24-26 °C). Plants bearing
BrCA colonies were analyzed monthly to confirm the CTV-
free status of the colony by DAS-ELISA as described below.

Single aphid transmission (SAT) assay

For SAT assays, groups of about 60-80 apterous BrCA adults
were fed on shoots of each source of CTV isolate during an
acquisition-access period (AAP) of 24 h, under controlled
conditions (24-26 °C). After the AAP, each CTV-infected
BrCA was placed onto a shoot of one ML receptor seedling
(40-50 cm height and ~1 cm stem diameter) using a paint-
brush and left for feeding during a 48 h inoculation-access
period (IAP). Each CTV isolate source was SAT inoculated
to 28 ML seedlings (denominated as “sub-isolates™ and
followed by the name of the CTV isolate source and a number
representing the SAT sub-isolate, e.g. SNH-1). SAT-
inoculated ML plants were maintained in an insect-proof tem-
perature-controlled (18-27 °C) glasshouse and CTV infection
progress in all ML receptor plants was monitored by symptom
observation and DAS-ELISA (as described below).

Bioindexing of the CTV isolates and sub-isolates

All the isolates used as CTV source, and their derived sub-
isolates, were indexed by biological assays using the Citrus
indicator hosts: Mexican lime (ML), sour orange (SO),
‘Duncan’ grapefruit (DG; C. paradise) and ‘Madame
Vinous’ sweet orange (MV; C. sinensis) as recommended
(Garnsey et al. 1987). Inoculations were carried out by
grafting two bark patches of each individual isolate or sub-
isolate in three replicas of each citrus indicator host. Four
negative controls (CTV-free seedlings) and four positive con-
trols (local CTV isolates used as positive controls by the Citrus
Sanitation and Certification Program of Uruguay) were in-
cluded per indicator species. The assay was conducted in an
insect-proof temperature-controlled (18-27 °C) greenhouse.
CTV infection in all the inoculated indicator plants was con-
firmed by DAS-ELISA as described below. Foliar evaluated
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symptoms included vein clearing (VC), leaf cupping (LC) and
vein corking (Vck) in ML, and seedling yellows in SO and
DG, periodically registered after growth flushes. Stem pitting
(SP) was evaluated at the end of tests (1012 months post-
inoculation) by peeling stems above the inoculation
point. Stunting was assessed visually in SO and DG.
Intensity of each symptom was rated as: 0=asymptom-
atic, 1 =mild, 2 =moderate, and 3 = severe. Total evaluation
period was one year.

Readings of the different symptoms observed in the three
indicator plants of each host inoculated with an individual
isolate or sub-isolate were converted to a numerical index
following the procedure proposed by Garnsey et al. (1987).
The average of intensity (R) in each indicator host was calcu-
lated as the average of symptom intensity observed in the three
replicas inoculated (e.g. in the assay on ML for one isolate, R
was the sum of the intensity of VC, LC, Vck and SP in the
three replicas divided by three). A total index by host (TIH)
was calculated multiplying R by a weight factor (WF)
assigned by the relative economic significance of each
host as: 1 for ML, 2 for SO, 3 for DG and 4 for MV.
Finally, a cumulative score (C. Score) was compiled as
the sum of the four TIH values (one for each indicator
host) for each individual isolate or sub-isolate (C.
Score). C. Score values were statistically compared by the
Wald method (p < 0.05) using CompaProWin 2.0.1 software
(CENSA, Mayabeque, Cuba).

DAS-ELISA CTV detection

CTYV infection was confirmed by DAS-ELISA following
manufacturer’s instructions (PlantPrint Diagnostics). Young
leaves (1 g fresh weight) were collected from each plant and
analyzed by two different antibody reagents: 3DF1 + 3CAS
MADb [mixture of monoclonal antibodies (MADb) that detects
a wide range of CTV isolates; Cambra et al. 1990] and
MCA13 MAb (MAD to selectively detect decline-inducing
CTV isolates; Permar et al. 1990).

Nucleic acid extraction and RT-PCR amplifications

Total RNA was extracted from midribs of young leaves
(100 mg) of each ML plant inoculated with CTV isolates
and sub-isolates using the procedure described by
Arruabarrena et al. (2016). Complementary DNA (cDNA)
was obtained in a final volume reaction of 20 uL using
100 ng of random hexamer primers (Thermo), 100 U
RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo), 10 U RiboLock
RNase Inhibitor (Thermo) and | mM dNTPs, following the
manufacturer’s indications. To determine strain composition
of CTV isolates and sub-isolates, the RNA silencing suppres-
sor genes, p20 (561 bp), p25 (677 bp) and p23 (697 bp), were
amplified by two step RT-PCR using the p20F/p20R,

p25F/p25R (Benitez-Galeano et al. 2015), and PM50/PMS51
(Sambade et al. 2003) primer combinations, respectively.
PCR amplification was conducted in 25 uL reactions con-
taining 3 uL of cDNA, 0.4 uM of each primer, 1.25 uM
MgCls, 0.4 uM dNTPs and 3 U Tag DNA polymerase
(Thermo). PCR conditions were as follow: initial denaturation
at 94 °C for 3 min, followed by 35 cycles of 30 sat 94 °C, 45 s
at 50 °C and 60 s at 72 °C, with a final extension step of 5 min
at 72 °C. DNA amplicons were purified and resuspended in
20 uL of nuclease-free water. Six sequence readings [four in
forward (5'-3") and two in reverse (3'-5') directions] were ob-
tained for each isolate or sub-isolate using the primers de-
scribed above through Macrogen Inc. (www.macrogen.com).

Sequence comparisons and phylogenetic analysis

Nucleotide sequences were edited using BioEdit software
(Hall 1999) and alignments were obtained with the Clustal
W algorithm in MEGA 7.0 (Kumar et al. 2016). The evolu-
tionary distance was measured by the number of nucleotides
and amino acid changes between and within the different
groups of isolates (defined as each isolate and its respective
sub-isolates), as an indicator of evolutionary divergence.
Analyses were conducted in MEGA 7.0 with default settings
(Kumar et al. 2016). For the phylogenetic analyses, the model
of nucleotide substitution that best fit the dataset (HKY85)
was selected using the JModelTest program (Posada 2008)
according to the Akaike Information Criterion (Akaike
1974). Maximum Likelihood (ML) phylogenetic trees were
reconstructed with PhyML (Guindon and Gascuel 2003)
using an online web server (www.hiv.lanl.gov/content/
sequence/PHYML/interface.html) (Guindon et al. 2010).
Branch support was estimated with the approximate
likelihood-ratio test (aLRT) (Anisimova and Gascuel 2006).
Based on the topology obtained for each phylogenetic tree, the
sequenced genes of isolates or sub-isolates were assigned to
one of the six following strains of CTV: VT, T3,NC, T30, T36
or RB (Harper 2013; Benitez-Galeano et al. 2015). It is not
phylogenetically possible to define the T68 genotype based on
the genomic regions considered in this work (Harper 2013).
Reference sequences of each CTV strain were retrieved from
GenBank (T36: AY340974, U16304; VT: U56902,
EU937519, EU857538; T3: KC525952; RB: FJ525431,
FJ525434; T68: JQ965169, EU076703; T30: AF260651,
Y 18420, and NC: GQ454870).

Results

Aphid transmission efficiency in SAT assays

CTV was first detected by DAS-ELISA using 3DF1 + 3CAS5
MAD at 15 days post-inoculation (dpi) in ML receptor plants
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inoculated with isolates 158 and DSST (Fig. 1a). Gradually,
the virus was detected in an increasing number of receptor
plants to a cumulative of 39 plants afier 75 dpi, 31 of them
also being reactive to MCA 13 MADb. Overall, CTV transmis-
sion efficiency (TE) was 23.2% (39/168) according to DAS-
ELISA using the 3DF1 +3CAS5 MAb. Depending on the
source isolate used for inoculation and the MAb used for
CTV detection, TE had a wide range of variation (Fig. 1b).
Of the 39 3DF1 + 3CAS reactive sub-isolates recovered from
the 168 SAT attempts (28 for each CTV source), 14 were
derived from I58, which represented a TE for this isolate of
50% (14 obtained sub-isolates / 28 attempts), 9 from SNH for
aTE of 32.1% (9/28), 8 from DSST for a TE 0f 28.6% (8/28)
and 4 from each SACH and TR7, for a TE of 14.3% (4/28).
There was no SAT using the SAG4 isolate as inocula-
tion source. Of the 31 CTV MCAI13 reactive sub-iso-
lates, the majority was obtained using I58 as inoculation
source, which represented a TE of MCA13 reactive iso-
lates of 42.9% (12/28), followed by SNH with 32.1%
(9/28), DSST 25% (7/28), SACH 7.14% (2/28) and TR7
3.6% (1/28).

Biological, serological and molecular characterization
of isolates and sub-isolates

CTV source isolates used in the SAT assays were diverse in
their serological, biological and molecular properties
(Table 1). For the molecular characterization, sequences of
549, 621 and 672 nt were obtained for the p20, p23
and p25 genes, respectively, for most of the analyzed
isolates and sub-isolates, and were deposited in
GenBank with accession numbers MG983870 to
MG983899 and KU928183 to KU928192 (p20),
MG983841 to MG983869 and KU928173 to KU928182
(p23), and MG983900 to MG983926 and KU900349 to
KU900357 (p25).

All the isolates used as CTV sources induced symptoms in
ML, milder in plants graft-inoculated with TR7 and SNH than

SACH, SAG4, 158, and DSST (Table 1). The mildest symp-
toms were produced by SAG4 and TR7, whereas DSST,
SACH, 158 and SNH symptom intensities ranged from mod-
erate to severe in almost all the tested hosts. All plant sources
of the six isolates, except TR7, reacted positively to the
MCA 13 MADb. Phylogenetic analysis of the CTV source iso-
lates showed that only sequences of the p25 gene grouped into
defined clusters (Table 1). Isolate DSST was the only one that
could be characterized as NC, VT and NC by the p20, p23 and
p25 gene sequences, respectively (Fig. 2). Another exception
was the p20 region for I58 isolate that grouped into the VT
cluster (Fig. 2a, Table 1).

The 39 CTV SAT-derived sub-isolates were assigned into
three different groups according to the induction and intensity
of symptoms in the different hosts (Table 1). Group 1 was
composed of severe CTV sub-isolates (Table 1), inducing
the strongest symptoms in the four hosts used in the
bioindexing (Fig. 3c-j). Their cumulative scores ranged be-
tween 8.65 and 19.25 (Table 1), and all were MCA 13 reactive.
Strain composition in the group was T3, RB, NC and VT
(Table 1). The sequence of the gene p20 from DSST-18 did
not group with any of the CTV reference sequences
used (Fig. 2b). Four out of 15 sub-isolates showed a
monophyletic composition, i.e. sequences of the three
genes of 158-1, I58-5, 158-11 and 158-26 grouped with
the CTV VT strain. SNH-9 p20 and p25 sequences
grouped with CTV RB, but the p23 sequence was not
included in the RB clade, although it was placed closer to this
grouping than to the other clades (Fig. 2).

Group 2 was composed of 14 sub-isolates that induced
symptoms in three of the used hosts (except for SACH-6
and SNH-25) (Table 1), but milder than those from Group 1
(Fig. 3b, j). Their cumulative scores in the bioindexing varied
between 2.75 and 7.25, and except for I58-27 and DSST-9, all
were MCA 13 reactive. Their strain compositions were mainly
formed by a mixture of T3, VT, and NC (Table 1). The only
sequence out of all the clades formed by the CTV strains was
the p23 of SACH-28 (Fig. 2b). Four out the 14 obtained sub-
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Table 1 Biological, serological and molecular characteristics of CTV isolates and sub-isolates obtained by single aphid transmission (SAT) assays

Group Isolate or sub-isolate DAS ELISA reactivity" Biological indexing in indicator hosts” Strain’
ML SO DG MV C. Score®
3DF1+3CAS MCA13 TIH® SP* TIH SP TIH SP TIH SP p20 p23 p25
CTV sources SAG4 + + 1 + 0 - 0 - 0 + 3.0 nd nd NC
TR7 + - 05 + 3 - 0 - 0 - 450 nd nd NC
SACH + + 125 + 2 - 6 + 12+ 2125 nd nd NC
SNH + + 05 + 1 - 15 + 0 - 500 nd nd NC
158 + + 1 + 0 - 3 + 2 + 1000 VT nd NC
DSST + + 1 + 1 - 3 + 0 - 8.00 NC VT NC
Sub-isolates group I~ 158-23 + + 275 + 3 - 75 + 6 - 1925a T3 VT NC
158-1 + + 3 - 3 - 675 + 6 + 1875a VT VT VT
15826 - + 225 + 3 - 75 + 2 - 1475a VT VT VT
158-12 + + .75 + 3 - 75 + 2 - 1425a NC VT ns
SNH-9 - + 125 + 3 - 3 + 6 — 1325a RB nd RB
158-5 + + .75 + 3 - 6 + 2 + 1275 VT VT VT
158-11 + + 1 + 2 - 75 + 2 - 1250a VE NP VT
158-9 - + 125 + 2 - 45 + 4 - 11.75 NC ns NC
158-25 + + 225 + 5 + 225 - 2 - 11.50a T3 VT NC
158-24 + + 075 - 4 + 6 + 0 - 10.75a NC VT NC
DSST-14 - + 1.5 - 1 6 + 2 + 1050a NC VT NC
SNH-18 + + 1 - 3 - 18 - 42 — 10.00a NC T3 NC
SNH-19 + + 15 + dp dp 6 + 22 - 9.70a T3 T3 NC
DSST-18 - + 1.6 + 1 - 45 + 2 + 9.10a nd T3 NC
SNH-22 + + 1.7 + 25 045 + 4 — 8.65ab T3 T3 RB
Sub-isolates group I I58-10 + + 1.75 + 1 - 45 + 0 - 725b T3 T3 NC
DSST-13 + + 2 + 3 - 15 + 0 - 6.50b NC VT NC
158-22 + + .75 + 2 -0 - 2 + 575 T3 T3 T3
SACH-6 + + 15 + 1.7 - 045 - 2 - 565b T3 T3 T3
DSST-6 + + 1 - 3 - 15 + 0 - 550b VT VT NC
SNH-25 + + 1 - 1 - 15 + 2 - 550b NC VT NC
DSST-25 + + 2 + 3 - 0 - 0 - 500b NC NC NC
SACH-28 + + 1 - 4 + 0 - 0 — 500b T3 nd T3
SNH-2 + + 025 - 2 - 0 - 2 — 425 NC VT NC
DSST-17 + + 1 - 1 - 0 - 2 + 4.00b NC NC ns
SNH-16 - + .5 + 2 - 0 - 0 — 3.50b VT VT ns
158-27 + - 2 + 1 - 0 - 0 - 3.00b ns ns ns
SNH-11 + + 033 - 25 - 0 - 0 - 28%b VT VT VT
DSST-9 - - 025 - 1 - 15 + 0 - 275bc T3 VT NC
Sub-isolates group III DSST-1 + + 05 - 2 - 0 - 0 - 250c NC T3 NC
TR7-23 + -~ 025 - 2 - 0 - 0 - 225 VT VT VT
TR7-25 - + 025 - 07 - 105 - 0 - 2.00c VT VT VT
SACH-9 + - 02 - 1.7 - 0 - 0 - 190c T3 T3 ns
SACH-7 + -~ 025 - 1 -0 - 0 - 125 ns ns ns
SNH-7 - + 025 - 1 -0 - 0 - 125 VT VT VT
TR7-18 + - 025 - 07 - 0 - 0 - 0095 VT VT VT
158-7 + - 0.5 - 0 - 0 - 0 - 0.50c ns ns ns
TR7-3 - - 03 - 0 - 0 - 0 - 030c ns ns ns

# Determined in the ‘Mexican’ lime (ML) receptor of each isolate or sub-isolate. + positive, — negative

® Three seedlings were used per test. ML, ‘Mexican’ lime; SO, sour orange; DG, ‘Duncan’ grapefruit; MV, ‘Madame Vinous’ sweet orange. Each plant
was rated by symptom intensity as 0 = asymptomatic, 1 =mild, 2 =moderate, and 3 = severe

¢ Total index by host (TIH) was determined as the average of all symptoms in the three plants of each host inoculated with each isolate or sub-isolate
(visual symptoms plus SP intensity, R), multiplied by a weight factor (WF) assigned by the relative economic significance of each host as 1 for ML, 2 for
SO, 3 for DG and 4 for MV. dp: dead plant

4 SP reaction showed as positive (+) or negative (—) was used as a factor to separate groups

¢ C. Score was the sum of the TIH value obtained for each host. In sub-isolates values, means followed by the same lowercase letter indicate no
significant differences based on the Wald method test (p < 0.05)

" Sequencing and phylogenetic analysis of the RT-PCR product for each gene of each sub-isolate. ns: Not sequenced. nd: strain not determined
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isolates had the three genes phylogenetically assigned to
the same strain (Table 1). SACH-6 and 158-22 were
assigned to the T3 strain, SNH-11 to VT, and DSST-25 to NC
(Table 1).

Group 3 was composed of nine sub-isolates with cumula-
tive scores rating between 0.3 and 2.5 (Table 1), induced mild
or moderate symptoms only in ML and SO (Fig. 3a), except
for TR7-25 that additionally caused mild symptoms in DG
(Table 1). Among these isolates, six were MCA13 non-
reactive (TR7-3, TR7-18, TR7-23, SACH-7, SACH-9 and
158-7). TR7-18, TR7-23, TR7-25 and SNH-7 sequences of
p20, p23 and p25 grouped in the VT clade (Fig. 2). DSST-1
and SACH-9 showed diverse strains in their composition
(Table 1).

Separation of CTV variants and strains after SAT
assays

CTV population segregation was observed in the sub-isolates
by the differences in biological, serological and molecular
composition when compared to their corresponding original
CTV inoculation sources (Table 1). For instance, in the com-
parison among I58 isolate and its derived sub-isolates, 158-7
belonging to group 1 (Table 1) induced mild symptoms only
in ML, whereas 15810, I58-22 and 158-27 were assigned to
group 2 producing moderate symptoms in three out of the four
evaluated hosts (Table 1). Conversely, 158 and its sub-isolates
158-1,158-5,158-9, 15811, 15812, 158-23, 15824, 158-25
and 158-26 (Table 1) showed the most intense symptoms. 158

Fig. 2 Phylogenetic relationships of CTV isolates and sub-isolates
characterized in this study with reference sequences of the seven CTV
strains represented as colored branches: T30 (green), RB (blue), T36
(violet), VT (red), T3 (yellow) and NC (turquoise) using the genes p20
(A), p23 (B) and p25 (C). Principal node aLRT values are indicated.

Accession number for the CTV isolates and sub-isolates are: p20,
MG983870 to MG983899 and KU928183 to KU928192; p23,
MG983841 to MG983869 and KU928173 to KU928182; p25,
MG983900 to MG983926 and KU900349 to KU900357
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Fig. 3 Representative symptoms induced by some of the sub-isolates
obtained after SAT inoculation. a, b, ¢ Mild, moderate and severe vein
clearing (VC) induced in ML by TR7-3, SACH-6 and I58-1,
respectively. d, e Severe vein corking (Vco) and leaf cupping (LC)
induced by I58-1 sub-isolate in ML. f, g Seedling yellow reaction

isolate and most of'its SAT-derived sub-isolates (Table 1) were
MCA13 reactive, but I58-7 and 158-27 sub-isolates did not
react to this MADb. Sub-isolates derived from SNH, DSST and
SACH isolates exhibited a similar segregation as shown in
Table 1. A minor diversity was observed when TR7 was used
as CTV source. TR7 and its three derived sub-isolates (TR7—
23, TR7-18 and TR7-3) did not react to the MCA13 MADb,
while TR7-25 reacted positively. Besides, none of them in-
duced symptoms or induced only mild symptoms in the in-
fected hosts.

induced by I58-23 in sour orange (F, severe chlorosis, shortened
leaves: G, stunting). h, i Seedling yellow reaction induced by 158-23 in
‘Duncan’ grapefruit (H, severe chlorosis, shortened leaves; I, stunting). j
Stem pitting with intensity 0 (induced by SACH-9), 1 (DSST-17). 2
(SNH-2) and 3 (158-1)

An estimation of the evolutionary distance of each isolate
and its derived sub-isolates was calculated (Table 2) and com-
pared to a hypothetical group composed by isolates of differ-
ent CTV strains. The values at the nucleotide level were sim-
ilar among groups for the three analyzed genes, although in
the p20 sequences values were slightly higher than in p23 and
p25 for each group. Values at the nucleotide level ranged from
0 for DSST group in p25 to 0.07 for SNH group in p20. As
expected, the evolutionary diversity at the amino acid level
was lower for every gene compared to the nucleotide value,
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ranging from 0 to 0.06. The exception was the p23 sequence
for which both values were similar (i.e. nucleotide and amino
acid identity), depicting no variation between nucleotide and
amino acid sequences. Groups as those formed by SNH and
SACH isolates and sub-isolates showed high d values for the
three analyzed genes, almost as high as the reference sequence
group d values (Table 2, Ref. Seq.).

When comparing the divergence among groups, all the d
values found (Table 3) were as high as the d value obtained
when isolates in the reference sequence group were compared
(Table 2, Ref. Seq.). The highest values were obtained when
the DSST group was compared to the others at the nucleotide
level of the p20 gene. Meanwhile, at the amino acid level of
the p20 gene, the highest values of evolutionary distance were
found between group TR7 and the other groups. For p23 and
p25 genes, distance values were similar between groups both
at the nucleotide and amino acid levels, representing more
variation at the nucleotide sequence.

After SAT assays, 30.8% (12/39) of the sub-isolates had the
three characterized genes (p20, p23 and p25) composed by
only one of the six CTV strains (Table 1). VT (SNH-11,
SNH-7, 158-1, 158-5, 158-11, 158-26, TR7-18, TR7-23
and TR7-25) was the prevalent strain (9/14). T3 strain was
determined in the three analyzed genes from sub-isolates
SACH-6 and 158-22. Sub-isolate DSST-25 had the three
genes assigned to NC. The remaining 17 sub-isolates were
composed of different CTV strains according to each analyzed
gene, with VT, NC and T3 being the most frequently detected.

The analysis of the SNH sub-isolates genetic composition
revealed a mixture of RB, T3, NC and VT strains. The 158
isolate harbored genes of T3, VT and NC in its composition,
DSST was composed by a mixture of NC, T3 and VT, and
SACH had T3 and NC genes. According to these results, only
the TR7 isolate showed to be composed by strains VT and NC
and its three sub-isolates were molecularly characterized as
VT. Interestingly, four out of nine VT sub-isolates induced
the mildest symptoms, and only in ML (TR7-18, TR7-23,
TR7-25 and SNH-7), with TR7-18 and TR7-23 being non-
reactive to MCA13. SACH-9, classified as a T3 strain accord-
ing to the p20 and p23 genes, also induced mild symptoms
and was MCA13 non-reactive.

Discussion

CTYV isolates in field trees are often composed of variable
populations of multiple strains that may enhance changes in
the population genetic diversity, leading to the generation of
new viral variants due to recombination events, or comple-
mentation among different strains (Brlansky et al. 2003;
Folimonova 2013; Harper et al. 2015b). In Uruguay, CTV
severe SP isolates are widespread (Benitez-Galeano et al.
2015; Rubio et al. 2019) and a high genetic diversity in field

populations has been reported (Benitez-Galeano et al. 2015).
The study of CTV strain circulation could provide important
information to understand disease development and imple-
ment management strategies in the country.

CTV transmission by aphids has been reported as highly
variable (Calavan et al. 1980; Roistacher et al. 1980), and
there is a trend towards a higher transmissibility of severe
CTYV isolates (Yokomi et al. 2010; Zhou et al. 2011). CTV
isolates could be clustered into three groups according to their
transmission rate: low (0-5%), intermediate (6-15%) and high
(over 16%) (Yokomi et al. 2010). According to this classifi-
cation, of the six Uruguayan field isolates, 158 (50%), SNH
(32.1%) and DSST (28.6%) showed a high aphid transmissi-
bility. In the biological characterization, these isolates
displayed high cumulative score, evidence of the severe reac-
tion induced in the evaluated hosts and in agreement with their
high aphid transmissibility. TR7 showed intermediate aphid
transmissibility, in accordance with the mild symptoms
induced in the biological assay. However, SACH showed
intermediate aphid transmissibility, but reached the highest
cumulative score among the six isolates used as CTV
sources. Previous studies performed by Zhou et al. (2011)
showed lack of statistically significant differences in SAT rates
between some severe and mild isolates. It should be noted that
CTV vector transmission is also greatly influenced by other
factors such as temperature and host cultivar (Bar-Joseph and
Loebenstein 1973; Yokomi et al. 2010).

The presence of the RB strain in the CTV isolates circulat-
ing in the country is an important risk for Uruguay, a country
where trifoliate rootstocks are widely used. SNH-9, previous-
ly characterized as RB strain by Hemandez-Rodriguez et al.
(2017), induced severe symptoms in the four hosts evaluated
during our study. RB isolates from New Zealand induced no
symptoms on lemon, grapefruit, sweet and sour oranges, and
only very mild vein clearing was observed on ML (Scott
Harper, personal communication). Similarly, in California,
three CTV RB isolates induced mild symptoms compared
with severe isolates in greenhouse biological indexing
(Yokomi et al. 2017).

At present, protection of commercial citrus varieties from
severe CTV isolates causing stem pitting has only been
achieved in Brazil, Australia, South Africa, Peru, Argentina
and Japan using cross-protection (Roistacher et al. 2010;
Folimonova 2013). Finding mild protecting CTV isolates with
homologous genotypes to the severe ones that need to be
controlled is an important challenge to accomplish in a long-
term CTV cross-protection system (Folimonova 2013). A first
attempt to identify mild CTV isolates from a collection of
Uruguayan field isolates failed due to the high intensity of
the symptoms induced (Rubio et al. 2019). In our study,
SAT allowed us to segregate TR7-3, TR7-18, TR7-23,
SACH-7, SACH-9, 158-7, 158-27 and DSST-9 sub-isolates,
which resulted in MCA13 non-reactive, mild CTV isolates.
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Table 2 Estimates of

evolutionary divergence (d) Group* Gene

within groups of CTV isolates and

their derived sub-isolates p25 p23 p20

nt aa nt aa nt aa

DSST 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.05+0.01 0.05+0.01 0.06 +0.01 0.04 £0.01
158 0.05+0.01 0.03 £ 0.01 0.03+0.01 0.03 +£0.01 0.06 +0.01 0.04 +0.01
SACH 0.06 +0.01 0.01+0.01 0.05+0.01 0.05+0.01 0.04 +0.01 0.05+0.01
SNH 0.05+0.01 0.03 £ 0.01 0.04 £0.01 0.04 +0.01 0.07 +0.01 0.04 +0.01
TR7 0.04 +£0.01 0.02 + 0.01 0.03 £0.01 0.02+0.01 0.04 +0.01 0.05+0.01
Ref. seq.” 0.07 +£0.01 0.04 £ 0.01 0.09 +0.01 0.10+0.01 0.08 +0.01 0.05+0.01

* Each group is composed by the isolate (CTV source) and its sub-isolates obtained through SAT.

b Ref. seq. is a hypothetical group composed by isolates of the different extant CTV strains used only for
comparative purposes (T36: AY340974, U16304; VT: U56902, EU937519, EU857538; T3: KC525952; RB:
FJ525431, FJ525434; T68: JQ965169, EU076703; T30: AF260651, Y18420; NC: GQ454870)

These sub-isolates may be promising candidates to be evalu-
ated in a cross-protection challenge program against severe
isolates of the VT strain, while SACH-9 could be selected
against the genotype T3.

However, further characterization of the complete genome
of some of the obtained sub-isolates is needed for assigning
isolates into a given CTV strain. In our study, p20 and p23
genes of DSST-17 showed to be NC, but a recent report based
on the complete genome revealed its recombinant nature
grouping with the RB strain (Benitez-Galeano et al. 2018).
The accurate diagnosis of CTV strain type requires the ampli-
fication and sequencing of the complete genome (Harper
2013).

Sub-isolates obtained by SAT from the six Uruguayan field
isolates exhibited remarkable differences in their biological
indexing response, serological reaction to MCA13 monoclonal

antibody, and genetic diversity in the p20, p23 and p25 genes.
Segregation through SAT evidenced the heterogeneity of
the CTV populations in Uruguay in at least three out of
the six isolates evaluated (I58, DSST and SNH). Single
aphid transmission (SAT) used in this study to separate
the population complexes in the characterized CTV field
isolate has shown to be a useful tool to segregate CTV popu-
lations from complex mixtures (Broadbent et al. 1996; Ayllon
et al. 1999).

Direct sequencing of the p20, p23 and p25 genes from the
CTV isolates and their SAT derived sub-isolates used in this
study showed a high inter- and intra-group genetic diversity, in
some cases closer to the comparisons among reference se-
quences of the seven CTV strains. Phylogenetic analyses
showed the presence of the extant strains VT, T3, NC, and
RB in the majority of the genotype composition of the isolates

Table 3 Estimates of nucleotide

(italic) and amino acid (bold) Gene Group® DSST 158 SACH SNH TR7
evolutionary divergences (d)
between isolates and their detived. P20 DSST 0.04 +0.01 0.06 = 0.01 0.05 = 0.01 0.08 +0.02
sub-isolate groups 158 0.08+0.01" 0.04 +0.01 0.04 +0.01 0.06 = 0.01
SACH 0.09+0.01 0.06 +0.01 0.05 +0.01 0.07 +0.01
SNH 0.08 +0.01 0.06 +0.01 0.07 +0.01 0.07 +0.01
TR7 0.10+0.01 0.07 +0.01 0.06 +0.01 0.08 +0.01
p23 DSST 0.04 +0.01 0.06 % 0.01 0.04 +0.01 0.06 = 0.01
158 0.04+0.01 0.05+0.01 0.03 +0.01 0.06 = 0.01
SACH 0.06 +0.01 0.06 +0.01 0.05 +0.01 0.07 £ 0.02
SNH 0.04+0.01 0.04 +0.01 0.05 +0.01 0.06 +0.01
TR7 0.06+0.01 0.05 +0.01 0.07 +0.01 0.06 +0.01
p25 DSST 0.02+0.01 0.01 +0.01 0.02 +0.01 0.03 +0.01
158 0.04+0.01 0.02 £0.01 0.03 +0.01 0.02 +0.01
SACH 0.06+0.01 0.06 +0.01 0.02 +0.01 0.03 +0.01
SNH 0.04+0.01 0.05 +0.01 0.06+0.01 0.04 +0.01
TR7 0.06 +0.01 0.06 +0.01 0.06+0.01 0.06 + 0.01

#Each group is composed by the isolate (CTV source) and its sub-isolates obtained through SAT.
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and derived sub-isolates, as previously described (Benitez-
Galeano et al. 2015; Rubio et al. 2019).

Our results represent the first attempt to study with a mo-
lecular and biological approach the individual components of
field CTV Uruguayan isolates separating them by SAT, and
revealed the presence of biological and genetic diverse viral
complexes in CTV field populations in Uruguay. Sub-isolates
with VT genotype, therefore inducing severe phenotypes,
were the most frequently obtained in the SAT assays, suggest-
ing that this strain could be the prevalent one in the field. The
RB strain can be transmitted after single aphid transmission
from a source containing at least three more CTV strains (VT,
NC and T3). Moreover, this work showed that Uruguayan RB
isolates can induce more intense symptoms when compared
with RB isolates from other countries, raising the needs of
studying its interaction with trifoliate rootstocks. Such com-
plexity in CTV populations is an important issue due to the
potential natural segregation that aphids drive under field con-
ditions, which could separate new isolates causing an outbreak
of tristeza disease in our conditions.
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3.2. Benitez-Galeano et al. 2018_ Complete genome sequence of a novel

recombinant CTV: a RB isolate from Uruguay

En este trabajo se reporto la secuencia completa del genoma de CTV del subaislado
DSST-17 obtenido mediante transmision por un solo afido. El genoma se obtuvo
mediante la combinacion de la tecnologia de secuenciacion masiva Illumina y
secuenciacion de Sanger. La estructura del genoma resulto ser recombinante entre
los genotipos T36, HA16-5 y RB. Mediante andlisis filogenético se establecio que el
genoma pertenece al genotipo RB (Resistance-Breaking). Este genotipo es de gran
importancia en Uruguay ya que afecta cultivos injertados en trifolia y sus hibridos,

como lo son los pies del 90% de las plantaciones del pais.
Aqui se abordaron los objetivos especificos 3.1.3. y 3.1.5.

Los resultados se publicaron en la revista Genome Announcement: Benitez-Galeano
M], Vallet T, Carrau L, Hernandez-Rodriguez L, Bertalmio A, Rivas F, Rubio L,
Maeso D, Vignuzzi M, Moratorio G & Colina R. 2018. Complete genome sequence
of a novel recombinant CTV: a RB isolate from Uruguay. Genome Announc

6:€00442-18.
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ABSTRACT We report here the complete genome sequence of a Citrus tristeza virus
(CTV) from Uruguay, sequenced by using lllumina and Sanger sequencing technol-
ogy. This CTV DSST-17 genome clustered within genotype resistance breaking (RB)
and presents two recombination events.

itrus crops are among the most important commercial fruit crops worldwide. Citrus

tristeza virus (CTV) (Closterovirus, Closteroviridae) is one of the most destructive
pathogens that affects citrus trees around the world and has been responsible for the
loss of over 100 million trees in the past 70 years (1). Depending on the viral strain and
on the species or scion-rootstock combination, CTV may cause three distinct host
reactions, named seedling yellows, quick decline, and stem pitting, of which the last
two are significant problems for citrus cultivation (2).

The CTV genome, the largest plant virus reported so far, is a single-stranded
positive-sense RNA molecule of approximately 19.3 kb in length, containing 12 open
reading frames (ORFs) that encode at least 19 proteins (3). Genetic studies of different
strains of CTV revealed the existence of seven distinct genetic lineages or genotypes
worldwide, known as VT, T3, T30, T36, T68, resistance breaking (RB), and NC (4, 5). The
RB genotype, described for the first time in New Zealand by Dawson and Mooney, is the
only CTV-infecting genotype capable of overcoming the trifoliate-rootstock resistance
due to the ability of replication and systemic movement throughout Poncirus trifoliata
(6). Last year, Hernandez-Rodriguez and coworkers reported a New Hall sweet orange
tree infected with the CTV-RB genotype in Uruguay, but only partial sequences were
available (7).

In the present study, subisolate DSST-17, obtained by single aphid transmission from

a field sample collected in 2014 in Salto, Uruguay, from a Navelina sweet orange, was Reoetverll A 2015 Accapted 24 Api

2018 Published 31 May 2018

subjected to lllumina sequencing technology. Total RNA was extracted using the Cltation Benitez Galearo M NAIet T, Camaill.
RNeasy plant minikit (Qiagen) and submitted to RNA library preparation with a NEBNext Hernandez-Rodriguez L, Bertalmio A, RivasF,
Ultra Il RNA library prep kit (Illumina). The library was sequenced using the NextSeq 500 gﬁﬁg'ﬁ“ﬁ‘g?g’ c[z;:ﬁggf;g{o “r’”n‘;’asgfegce "
system platform (lllumina). Reads were trimmed (quality limit 0.02; Phred score = 30) e o eobIna kL e v
and assembled with CLC Genomics Workbench version 11. After trimming, reads with resistance-breaking isolate from Uruguay.
an average length of 150 nucleotides (nt) were used to generate through de novo Genome Announc 6.00442-18. httpsy//dol

bly a long contig of 19,269 nt. The complete genome obtained was compared duanE BEnehd e
as'sem y ) 9 9 é : P 9 ; P ; Copyright © 2018 Benitez-Galeano et al. This is
with all available full genomes of the GenBank database using MEGA 6 (8). Phylogenetic an open-access article distributed under the
analysis grouped the DSST-17 isolate within the RB genotype with a genome nucleotide terms of the Creative Commons Attribution 4.0

identity ranging from 94.1% to 99.6%. Strikingly, the highest similarity was with isolate nenalional e
Address correspondence to Rodney Calina,

B390-5 (GenBank accession number KU883265) from South Africa, which has weather rodneycolinat@gmallcom.
conditiong cimilar tn thoce of linianav A recamhination analvcic 11cina the Recombhi- R Ty e L N A eV WAy S e
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(9, 10). The analysis revealed that isolate DSST-17 is a recombinant genome with at least
two recombination events. For the first recombinant region, a T36-like fragment goes
from positions 1 to 3616. The second event seems to be with an NC-like isolate (HA16-5)
from base 14586 to the end of the genome. In addition, PCR amplification and Sanger
sequencing were performed to confirm these recombination events. As far as we know,
this is the first report from South America of a complete genome of CTV belonging to
the RB genotype.

ited in GenBank under accession number MH186146.
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3.3. Benitez-Galeano et al. Caracterizacion biologica, molecular y
evolutiva de subaislados de CTV obtenidos mediante transmision por unico

afido (Manuscrito en preparacion)

1. Introducciéon

El virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, CTV) es el patégeno
viral mas severo que afecta citricos, y ha sido responsable de la pérdida de mas de
100 millones de arboles en los ultimos 8o afos (Moreno et al., 2008). El virus es
transmitido de manera semi persistente por afidos de los géneros Toxoptera y
Aphis, siendo la especie T. citricida (Kirkaldy) la mas eficiente (Brlansky et al.,
2003). También es trasmitido por injerto y herramientas de corte infectadas, y se
limita a infectar células del floema de especies de plantas de la familia Rutaceae

(Bar-Joseph et al., 1989).

Los viriones de CTV (Closteroviridae, Closterovirus) son filamentos helicoidales
de 2000 x 11 nm, con una nucleocdpside compuesta por las proteinas p25y p27 que
cubren el 95% y 5% del genoma, respectivamente (Ayllon et al,, 2001). El genoma
de RNA simple cadena de polaridad positiva contiene 12 ORFs distribuidos en 19.3
kb, que codifican al menos 17 productos proteicos (Febres et al., 1996; Agranovsky,
1996). La mitad 5" del genoma, que codifica componentes del complejo replicasa,
es traducida directamente del RNA gendmico, mientras que los ORFs restantes son
expresados mediante 10 RNAs sub gendmicos (sgRNAs) 3’ co-terminales, que
difieren en su acumulacién y aparicidn en el tiempo durante el proceso de infeccion
(Hilf et al., 1995; Navas-Castillo et al., 1997). El ORF 1 expresa una gran poliproteina
(ORF1a), asi como la RNA polimerasa RNA dependiente (ORFib, RdRp) mediante
un frameshift +1 (Karasev et al.,, 1995). Los ORFs de la mitad 3’ codifican las
proteinas de capside (p25 y p27y), tres supresores del silenciamiento por RNA
interferencia (p25, p20o y p23), dos genes que expresan un homologo de una
proteina de choque térmico (p65) y una proteina con un motivo divergente de
proteina de cdpside, ambas necesarias para el ensamblaje del viridn, y tres
proteinas vinculadas con el rango de hospedero (p33, p13 y p18) (Satyanarayana et

al., 2000; Lu et al., 2004, Tatineni et al., 2011). A su vez, p2o se acumula en cuerpos



de inclusion amorfos y p23, una proteina de union al RNA, controla la acumulacion
asimétrica de hebras positivas y negativas durante la replicaciéon, fendmeno
asociado con la expresion de sintomas (Gowda et al., 2000; Lopez et al., 2000;

Satyanarayana et al., 2002; Fagoaga et al., 2005).

Como resultado de la replicacion propensa a errores producto de la RdRp, los
eventos de recombinacion y la trasmision reiterada del virus mediada por el vector,
los aislados naturales de CTV existen como poblaciones de variantes de secuencia
estrechamente relacionadas que producen diversas caracteristicas bioldgicas
(Kong et al., 2000, Rubio et al, 2001). En este sentido, estudios de la diversidad
poblacional de CTV son altamente relevantes para desarrollar estrategias de
control, como la proteccion cruzada (PC), que es el método mas utilizado
actualmente. Folimonova et al. (2010) demostraron que la PC es genotipo
especifica, debido a la exclusion por super infeccion. Por lo que los aislados pre-
inmunizadores deben contener poblaciones homogéneas que provoquen sintomas
suaves del genotipo que se desea controlar. Desde el punto de vista experimental,
la transmisién por afidos ha sido crucial para la separacion de genotipos en las
poblaciones de CTV (d’Urso et al., 2000; Brlansky et al., 2003; Sambade et al., 2007;

Roy & Brlansky, 2009).

En Uruguay, se ha establecido la presencia de aislados que provocan
sintomatologia severa y también la presencia del genotipo RB, tnico hasta el
momento capaz de replicarse y movilizarse en Poncirus trifoliata (Benitez-Galeano
et al., 2015, 2018, 2021; Hernandez-Rodriguez et al., 2019; Rubio et al., 2019). Es asi,
que, en el presente trabajo, se intent¢ aislar poblaciones homogéneas del genotipo
RB y caracterizarlas desde el punto de vista bioldgico, molecular y evolutivo con el

fin ultimo de poder utilizarlas en un plan de PC.

2. Materiales y métodos

2.1.  Seleccidn de subaislados mediante SSCP
Con el objetivo de trabajar con una poblacion homogénea, la seleccion de
subaislados se realizo a partir de aislados previamente separados por SAT y en base
a los resultados de secuencia de los mismos para los genes p20, p23 y p25

(Hernandez-Rodriguez et al., 2019). Se analiz6 un total de 9 sub-asilados mediante



la técnica de polimorfismo de conformacion de cadena simple (Single-strand
Conformation Polymorphism, SSCP). El analisis se realizé sobre los productos de

PCR del gen p25 en un gel de poliacrilamida al 8% tefiido con nitrato de plata.

2.2.  Caracterizacion biologica de subaislados

Las muestras seleccionadas son subaislados de la planta madre DSST, colectada en
Salto, Uruguay en 2014 de un naranjo dulce (SwO) (Citrus sinensis) de campo,
variedad ‘Navelina’, asintomatico y mayor de 15 afios (Hernandez-Rodriguez et al.,
2019). Brevemente, luego de la colecta, el aislado fue inoculado en plantines de
Lima Mexicana (ML) (C. aurantifolia) y mantenido en invernaculo a prueba de
insectos y bajo condiciones de temperatura controlada hasta la segregacion de
poblaciones mediante SAT. Se realizo la caracterizacion bioldgica del aislado
madre y los subaislados en cuatro especies indicadoras por un periodo de un afio
segun Garnsey et al. (1987). Luego de 12 meses post-inoculacion (MPI), se colectd
tejido foliar de ML de los subaislados seleccionados para la presente tesis para la
obtencion del genoma viral.

En paralelo, se realizé la inoculacion por injerto de los tres subaislados (DSST-13,
DSST-17 y DSST-25) para la caracterizacion bioldgica. Se inocularon por triplicado
en las cuatro especies indicadoras tradicionales, a saber: ML, SwO, Pomelo Duncan
(PD) (C. maxima) y Naranjo Amargo (SO) (C. aurantium). El ensayo se realizé en
invernaculo a prueba de insectos con temperatura controlada (18-27°C), y la
infeccion por CTV se confirmo6 mediante RT-PCR en tiempo real segun Bertolini et
al. (2008). La evaluaciéon de sintomas se realizo a los 2, 4, 6, 10 y 12 MPI, y la
intensidad de cada sintoma fue clasificada como: o = asintomadtico, 1 = suave, 2 =
moderado, y 3 = severo, de acuerdo a Garnsey et al. (1987). Los sintomas a evaluar
en cada indicadora se muestran en la tabla 1. El promedio de intensidad (R) para
cada indicadora se calculd6 como el promedio de intensidad de sintomas
observados en las tres réplicas. Un indice total por hospedero (TIH) se calculé
multiplicando R por un factor de ponderacion establecido por la significancia
econdmica relativa de cada hospedero: 1 para ML, 2 para SO, 3 para PD y 4 para
SwO. Finalmente, un valor acumulado (C. score) para cada subaislado se obtuvo a

partir de la suma de los cuatro TIHs.



Tabla 1. Sintomas evaluados en las distintas plantas indicadoras
para la caracterizacion biologica.

Planta indicadora

Shioma ML SO PD  SwO

Aclaramiento de nervaduras X
Hoja en copa X
Acorchamiento de nervaduras X
X

X

Retraso en el crecimiento X X
Acanaladuras en la madera X X X

Amarillamiento de plantas X X
Clorosis X

2.3.  Extraccion de RNA y secuenciacion con I[llumina

La extraccién de RNA para la secuenciacion de los genomas completos se realizo
de la siguiente manera. Brevemente, cada muestra se procesé de manera
individual, macerando 0,1 g de tejido en nitrégeno liquido y continuando la
extraccion de RNA total con el RNeasy Plant Mini kit (QIAGEN"; Hilden, Germany)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se prepararon tres librerias de RNA single-end (150 pb) con el NEBNext Ultra II
RNA Library Prep kit (Illumina, San Diego, CA, USA) en el laboratorio de
Poblaciones Virales y Patogénesis del Institut Pasteur de Paris de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La secuenciacion se realizd en la plataforma NextSeq

500 (Illumina) en el mismo laboratorio.

2.4. Andlisis de datos
A continuacion se muestra un flujograma de trabajo y en el anexo 1 se detallan los

parametros utilizados en cada etapa del analisis.
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Figura 1. Esquema del flujo de trabajo aplicado a las muestras.

2.4.1. Control de calidad, trimming de datos crudos y filtrado del hospedero

Los datos crudos de secuencia (archivos .bcl) fueron demultiplexados y convertidos
a archivos fastq con el programa bslz2fastq v2.17 (illumina). El control de calidad de
los reads, (antes y después del trimming), se realizo con FastQC vo.11.8 (Andrews,
2010). El trimming de los reads se realizé con el programa Trimmomatic vo.36
(Bolger et al., 2014) de acuerdo al valor de calidad promedio de cada read, al valor

de calidad de los extremos 5’y 3’ y a un minimo de longitud.

A continuacidn se realizd un paso de filtrado para remover reads del hospedero. Se
mapearon los reads limpios al genoma de referencia de C. sinensis (NC_023046 a
NC_o023054) y el genoma cloroplastico (NC_008334) utilizando el programa
bowtie2 v2.2.6 (Langmead & Salzberg, 2012) utilizando parametros

predeterminados.

2.4.2. Ensamblado de novo y analisis genético

Los reads limpios y filtrados no mapeados al genoma del hospedero, con una
longitud promedio de 150 nt, fueron ensamblados de novo con el programa CLC

Genomics Workbench v. 11 (QIAGEN). Los contigs mayores a 19.000 nt fueron



confirmados como genomas de CTV mediante BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y fueron utilizados como genomas de

referencia en los subsiguientes mapeos.

Se realizo el alineamiento de los genomas ensamblados de novo con todos los
genomas completos de CTV disponibles en GenBank usando MAFFT v7.271 (Tabla
suplementaria S1), y se obtuvo un alineamiento final con 78 secuencias de 19364 nt
de longitud. Se realiz6 la inferencia del modelo de sustitucion nucleotidica que
mejor se ajustd a los datos (TVM+F+I+G4), y un arbol filogenético de maxima
verosimilitud con aLRT de apoyo a los nodos utilizando el ModelFinder
implementado en IQ-TREE v1.6.12 (Anisimova & Gascuel, 2006; Nguyen et al., 2015;
Kalyaanamoorthy et al.,, 2017). El 4rbol filogenético fue visualizado con FigTree

v1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/).

Se realizaron andlisis de recombinacion entre los genomas obtenidos de los
subaislados y también comparandolos con una base de datos de genomas consenso
de los distintos genotipos descritos al momento (ver mas adelante) utilizando los
programas SimPlot v3.5.1 y Recombination Detection Program v4 (RDP4),

respectivamente (Lole et al., 1999; Martin et al., 2015).

Por dultimo, para estimar las identidades de secuencia nucleotidicas y
aminoacidicas, se concatenaron las secuencias codificantes del genoma completo
(ORF 1a al 1) asi como también las mitades 5’y 3’ del genoma (ORFia-1b y ORF2 al
11), utilizando el programa BioEdit Sequence Alignment Editor v7.o (Hall, 1999).

2.4.3. Base de datos de CTV y estimacion de frecuencia de genotipos

Para conocer si los subaislados presentaban distintos genotipos en su poblacion,
los reads no mapeados a C. sinensis fueron mapeados con bowtie2 a una base de
datos de CTV (CTV-db) realizada con secuencias consenso de genomas completos,
obtenidas de GenBank, de cada uno de los 8 genotipos descritos al momento (T3,
T30, T36, T68, HA16-5, VT, RB, S1) (Tabla suplementaria S1). Los reads mapeados a

CTV-db fueron utilizados en los analisis subsiguientes.

Para estimar la frecuencia de cada genotipo dentro de los subaislados, se utilizé la

mitad 5° del genoma, ya que casi no presenta reads compartidos entre genotipos.



Para esto se mapearon los reads correspondientes a cada genotipo presente en la
muestra (en caso de coinfeccién) menos los reads compartidos entre genotipos,
con el genoma de referencia de cada genotipo involucrado (genomas ensamblados

de novo).

2.4.4. Andlisis y anotacidn de variantes genéticas

Para identificar la presencia de polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) en las
distintas poblaciones virales, se utiliz6 el programa LoFreq v2.1.2 (Wilm et al., 2012)
que genera como salida un archivo vcf a partir del archivo BAM ordenado. Se
seleccionaron los SNPs con una frecuencia mayor a 1% como lo establece la

definicién de polimorfismo.

Una vez identificados los SNPs fueron anotados con el programa snpEff vs.o
(Cingolani et al., 2012), que utiliza los genomas de referencia anotados en formato
.gff3 y agrega una columna en el archivo .vcf con informacion sobre el tipo de

sustitucién (sindnima, no sinénima o no codificante) de cada SNP.
2.4.5. Reconstruccion de haplotipos

Por dltimo se realizd la reconstruccion de las cuasiespecies de los distintos
subaislados mediante el programa CliqueSNV vi.4.1 (Knyazev et al., 2021), que
reconstruye variantes virales intra-hospedero, altamente relacionadas y de baja
frecuencia. Para la visualizacion de los haplotipos se realizaron redes de haplotipos
con el método Network Net del programa SplitsTree4 v4.18.1 (Huson & Bryant,

2006).

3. Resultados
3.1. Seleccion de subaislados y caracterizacion bioldgica

En la figura 2 se observan los resultados del SSCP para los g subaislados analizados,
seleccionados a partir de Hernandez-Rodriguez et al. (2019). Se observan
solamente dos bandas para los subaislados DSST-13, DSST-17 y DSST-25,
correspondientes a ambas hebras de DNA del amplicon, indicando la presencia de

un anico genotipo en la muestra. Por el contrario, subaislados como SNH-18, SNH-



25 0 158-9 muestran mas de dos bandas, evidenciando la composicion heterogénea

de la muestra.

Figura 2. Gel de poliacrilamida al 8% teflido con nitrato de plata donde se
observan los amplicones del gen p25 de los g subaislados. Se detallan los nombres
de los sub-asilados sobre cada carril. T+S: testigo positivo suave; T+F: testigo

positivo fuerte.

En cuanto a la caracterizacion bioldgica, se calculé el valor acumulado (C. score)

de los sintomas para cada subaislado (Tabla 2). La intensidad de sintomas en el

subaislado DSST-13 fue significativamente mayor que para los subaislados DSST-

17y DSST-25, con un valor de 23,3 contra 8,7y 9,3, respectivamente. A su vez, DSST-

13 fue el tinico subaislado que mostroé sintomas de acanaladuras en la madera (SP)

en pomelo.

Tabla 2. Resultados de la caracterizacidn bioldgica. Se detalla el indice Total por Hospedero
(TIH) y la presencia o ausencia de acanaladuras en la madera (SP) en cada una de las
plantas indicadoras. También se detalla el valor acumulado (C. Score) de intensidad por
hospedero. Neg: negativo; Pos: positivo.

TH SP TH SP TH SP TH sp__ C-Score
DSST-13 7,0 Neg 53 Neg 11 Pos 0 Neg 23,3
DSST-17 43 Neg 3.3 Neg 1 Neg 0 Neg 8,7
DSST-25 4.7 Neg 2,7 Neg 2 Neg 0 Neg 9.3




3.2. Estadisticas de los datos y frecuencia de genotipos

La cantidad de reads crudos obtenidos para cada libreria se resume en la tabla 3.

Luego de los filtros de calidad, trimming y extraccion de reads del hospedero se

realizd el mapeo de los reads contra la base de datos del virus (CTV-db) y se

obtuvieron 3512, 15320 y 2334 reads virales para los datasets DSST-13, DSST-17 y

DSST-25, respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Estadisticas de los datasets.

Total Total Mean Mean

Total ) Reference coverage Insert .
Sample ID viral  mapped . . mapping

reads reads reads size (bp) across size ualit

genome (SD) q Y
DSST-13-RB 2358 19269 18 (12) 37,8

5508777 3512
DSST-13-VT 2228 19115 17 (1) 36,5
151

DSST-17 9384563 15320 15320 19269 120 (49) 41,9
DSST-25 4316539 2334 2334 19269 18 (9) 4,7

En el resultado del mapeo de DSST-13 se puede observar reads que mapean a lo

largo de todo el genoma con el genotipo VT, y también reads que mapean en

distintas partes del genoma con los genotipos T36, RB y HA16-5 (Figura 3a). Este

mismo patron de mapeo con tres genotipos diferentes se observa para los

subaislados DSST-17 y DSST-25 (Figura 3 b y ¢), sugiriendo la presencia de un

genoma recombinante.
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Figura 3. Cobertura de mapeo a lo largo del genoma con cada genotipo de la base

de datos. a. DSST-13; b. DSST-17; c. DSST-25.



Los genomas ensamblados de novo, cuya longitud se detalla en la tabla 3, coinciden
con los resultados obtenidos en el mapeo a la CTV-db. Todos los reads de las
muestras DSST-17 y DSST-25 mapearon con su respectivo genoma de referencia
(MH186146; Benitez-Galeano et al., 2018), mientras que los reads virales
correspondientes a DSST-13 mapearon con el genoma de referencia del genotipo
RB (MH186146) y el del genotipo VT (DSST-13-VT), pudiéndose confirmar una co-
infeccion de estos genotipos.

Cabe destacar que el genoma de referencia MH186146 corresponde al obtenido del
subaislado DSST-17, y debido a la elevada similitud nucleotidica (ver mas adelante)
que presenta con los genomas ensamblados de novo del genotipo RB de los
subaislados DSST-13 y DSST-25, fue el genoma de referencia utilizado para el
genotipo RB en los subsiguientes analisis. Para el genotipo VT se utilizo el genoma

ensamblado de novo del subaislado DSST-13.

A pesar de que la profundidad obtenida para las muestras, principalmente DSST-
13y DSST-25, no fue la esperada, se logré una cobertura total del genoma en todos

los casos y con buena calidad de mapeo (Tabla 3, Figura 4).
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Figura 4. Cobertura de mapeo a lo largo del genoma de las muestras secuenciadas. Se
grafico la distribucion de cobertura con los reads filtrados mapeados a los respectivos
genomas de referencia. Para el caso del subaislado co-infectado DSST-13 se mapearon los
reads con ambas referencias (MH186146 y DSST-13-VT). Cada muestra se indica con un
color diferente.



Dada la presencia de reads compartidos por la mitad 3’ del genoma en el caso de la
muestra co-infectada, se utilizé la mitad 5’ del genoma (posicién 1 a 10882 de
MH186146) para el calculo de frecuencia de los genotipos. Para esto se volvio a
realizar el mapeo de los reads limpios a la mitad 5’ de la CTV-db y con esos datasets
se maped a la mitad 5 de los genomas de referencia. Con esto se obtuvo la
diferencia entre reads mapeados a cada genotipo de referencia menos los reads

compartidos entre ambos (Tabla 4).

Tabla 4. Calculo de frecuencia de genotipos para cada subaislado.

Total Mapeados Compartidos Diferencia Frecuencia
DSST-13-RB 1574 817 52 765 48,60
DSST-13-VT 1574 808 52 756 48,03
DSST-17-RB 6712 6703 222 6481 96,56
DSST-17-VT 6712 222 222 0 0,00
DSST-25-RB 1011 1010 32 978 96,74
DSST-25-VT 1011 32 32 0 0,00

Para el subaislado co-infectado se obtuvo una frecuencia de casi la mitad para los
genotipos RB y VT, mientras que para los subaislados DSST-17 y DSST-25 se

encontro solamente la presencia del genotipo RB (Figura 5).
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Figura 5. Frecuencia de genotipos para los subaislados DSST-13, DSST-17 y DSST-25.



3.3. Andlisis de los genomas completos

Mediante andlisis filogenético logramos confirmar que los genomas ensamblados
de novo corresponden a los genotipos RB y VT (Figura 6). Podemos observar la
agrupacion de tres de los genomas en el cluster del genotipo RB (sefialado en azul)
y la cuarta secuencia dentro del genotipo VT (sefialado en rojo). El apoyo de los

nodos para todos los clados fue de aLRT 1.
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Figura 6. Arbol filogenético de maxima verosimilitud realizado con genomas completos de CTV.
Los distintos genotipos descritos al momento estdn resaltados con color: VT (rojo), T30 (verde), T3
(amarillo); HA16-5 (turquesa); S1 (gris); T68 (anaranjado), RB (azul) y T36 (violeta). Los subaislados
de la presente tesis se destacan en color.

Al realizar un andlisis comparativo entre los genomas, con todas las regiones
codificantes concatenadas, observamos que los genomas del genotipo RB de los

subaislados DSST-13, DSST-17 y DSST-25 presentan una similitud de 99.9% tanto a



nivel nucleotidico como aminoacidico. Sin embargo, la similitud de estos genomas
con el obtenido del genotipo VT (subaislado DSST-13) fue tan solo del 68.1% a nivel

nucleotidico y 80.8% a nivel aminoacidico (Tabla 5).

Tabla 5. Similitud genética nucleotidica y aminoacidica entre las regiones codificantes del
genoma completo de los subaislados. La similitud aminoacidica se resalta en negrita.

Complete genome
DSST-13-VT DSST-13-RB DSST-17 DSST-25

DSST-13-VT 68,1 68,1 68,1

DSST-13-RB 80,8 99,9 99,9
DSST-17 80,8 99,9 99,9
DSST-25 80,8 99,9 99,9

Sin embargo, cuando comparamos la regiéon codificante de la mitad 5’ (ORFia-1b)
y 3’ (ORF2-11) de los genomas, observamos que los porcentajes de similitud, tanto

nucleotidica como aminoacidica, aumentan hacia la mitad 3’ del genoma (Tabla 6).

Tabla 6. Similitud genética nucleotidica y aminoacidica entre las regiones codificantes de la
mitad 5 (ORF1a-1b) y 3 (ORF2-11) del genoma de los subaislados. La similitud aminoacidica
se resalta en negrita.

ORFla-1b ORF2-11
DSST-13-VT DSST-13-RB DSST-17 DSST-25  DSST-13-VT DSST-13-RB  DSST-17 DSST-25
DSST-13-VT 77,1 77,1 77,1 92,9 93 93
DSST-13-RB 74,1 99,9 100 89,9 99,9 99,9
DSST-17 74,1 99,9 99,9 89,9 99,9 100
DSST-25 74,1 100 99,9 89,9 99,9 99,9

Este aumento en la similitud hacia la mitad 3’ del genoma también se observa en
el analisis de SimPlot realizado entre los genomas obtenidos de los subaislados
(Figura 7). En este caso la secuencia query es la MH186146 y podemos ver como casi
no se observan los genomas DSST-13-RB y DSST-25 (lineas roja y amarilla,
respectivamente), debido a la altisima similitud nucleotidica presentada, mientras
que la linea verde representa la divergencia del genoma DSST-13-VT que va

disminuyendo hacia el extremo 3’ del genoma de CTV (Figura 7).
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Figura 7. Andlisis de similitud nucleotidica de los genomas completos de los subaislados
realizado con el programa SimPlot. La secuencia query es la MH186146. Los genomas DSST-
13-VT, DSST-13-RB y DSST-25 se representan en verde rojo y amarillo, respectivamente.

Por dltimo, en la comparacién de los genomas con la base de datos CTV-db,
podemos ver mediante el analisis de Bootscan la naturaleza recombinante de los
genomas del genotipo RB, previamente descrita en Benitez-Galeano et al., 2018.
Como se puede observar en la parte superior de la figura 8, el patron de
recombinacion coincide con el observado inicialmente durante el mapeo de los
reads virales a CTV-db (Figura 3), donde observamos una primera regién del
genotipo T36, luego otra del genotipo RB y por dltimo un fragmento del genotipo
HA16-5 (Benitez-Galeano et al., 2018).

En cuanto al genoma DSST-13-VT (Figura 8 parte inferior), podemos observar en
el andlisis de Bootscan que se corresponde con el genoma consenso del genotipo

VT en toda su longitud.



8 8 8 8 8

bl W4, A

Figura 8. Andlisis de Bootscan de los genomas completos de los subaislados con la base de
datos de CTV, realizado con el programa SimPlot. En la parte superior, la secuencia query
MH186146 y en la inferior es el genoma DSST-13-VT.

3.4. Andlisis de variantes genéticas

Con el fin de poder identificar las variantes nucleotidicas tnicas (SNV) de cada
genotipo, se trabajé con los datasets de reads unicos de cada genotipo y por otro
lado con los reads compartidos entre VT y RB del subaislado DSST-13.

Cuando se analizaron los sets de datos con reads tnicos para cada genotipo, se
detectd un total de 14 variantes con una frecuencia mayor al 1% entre los 4
subaislados. En la tabla 7 se detallan los polimorfismos encontrados y en la figura
9 se puede observar su distribucion a lo largo de cada genoma.

Para el aislado DSST-13 se encontraron 5 polimorfismos producidos por el genotipo
RB. Uno de ellos fue una variante sinonima, donde se mantuvo el aminoacido Asp,
pero la variante alternativa se encontro6 en una frecuencia de 1. Otros dos cambios
fueron no sindénimos, donde cambi6 el aminodcido (aa) Arg por His (ambos polares

con carga positiva) en la posicion 856 de la poliproteina con una frecuencia de 0,16,



y el otro fue un cambio de Tyr por Phe (ambos aa aromaticos) en la posicion 452
de la proteina P61 con una frecuencia de 0,91. Por ultimo, los dos cambios no
codificantes ocurrieron en la regién 3’'UTR (Tabla 7, Figura 9).
En el caso de las variantes aportadas por los reads tnicos del genotipo VT dentro
del subaislado DSST-13 fueron 3 cambios sinénimos ocurridos en la proteina P65
con una frecuencia alélica alternativa de alrededor de 0,4 (Tabla 7, Figura 9).
El subaislado DSST-17 presenté dos SNPs no sinénimos, ambos en baja frecuencia.
El primero fue un cambio en la posicion 1749 de la poliproteina correspondiente al
aa 548, que cambio de una Gly a una Ser (ambos aa polares sin carga) en el 27% de
los reads que cubren esa posicion. El otro cambio fue de una Met a una Val, otro
aa no polar, en el aa 502 de la proteina P6s5.
Por altimo, el subaislado DSST-25 present6 4 SNPs, dos de ellos en la region de la
poliproteina. El primero fue un cambio en la posicion 545 de un aa polar sin carga,
Ser, por una Pro que es un aa no polar. El segundo, ubicado 3 aa hacia abajo, fue el
cambio de Gly por Ser en la posicidon 548 de la proteina. En la proteina P65 ocurrié
un cambio sinénimo donde se mantuvo una Ala, y en la posicion 16079 del genoma,
region de control del gen p25, ocurrié un cambio no codificante con una frecuencia
de1.
Cabe resaltar que el cambio Gly548Ser en la poliproteina fue compartido entre los
subaislados DSST-17 y DSST-25, con frecuencias del alelo alternativo de 0,27 y 1,
respectivamente.

Tabla 7. Cambios aminoacidicos generados por los reads tnicos de cada genotipo. Se detalla

la posicion en el genoma (respecto a MH186146), la frecuencia del alelo alternativo, el
aminodcido generado y el ORF afectado.

Genome Alternative allele

position frequency Sample Type ORF
2674 0,16 Arg 856 His polyprotein
12365 1,00 114 Asp p65
15086 0,91 DSST-13-RB Tyr 452 Phe p61
19066 0,52 3UTR
19127 0,56 3UTR
13331 0,43 436 Lys p65
13343 0,43 DSST-13-VT 440 Asn p65
13367 0,46 448 Val p65
1749 0,27 Gly 548 Ser lyprotein
13527 0,10 DSSTY M:t 502 Val i y:65
1740 0,29 Ser 545 Pro polyprotein
1749 1 —— Gly 548 Ser polyprotein
13154 1 377 Ala p65

16079 1 upstream p25
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Figura 9. Distribucion de los SNPs unicos de cada genotipo a lo largo del genoma para cada
subaislado. En el eje x se detalla la posiciéon del genoma de CTV y en el eje y la frecuencia de
cada SNP. Los distintos colores indican el tipo de cambio producido por el SNP.

En cuanto a los cambios proporcionados por los reads compartidos, presentes
unicamente en el subaislado coinfectado DSST-13, se encontraron un total de 129
SNPs distribuidos de la posicién 10680 del genoma hacia el extremo 3’ (Figura 10).
De estos 129 SNPs, 97 fueron cambios sinéonimos, 21 fueron cambios no sinénimos
y 1 fueron cambios no codificantes que cayeron en regiones reguladoras
intergénicas o en la region 3’'UTR (Tabla 8). Los tinicos ORFs que no presentaron

cambios fueron el 2 y el 6, codificantes de las proteinas P33y P27, respectivamente.
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Figura 10. Distribucion de los SNPs a lo largo del genoma generados por los reads
compartidos en el subaislado DSST-13. En el eje x se detalla la posicion del genoma de CTV y
en el eje y la frecuencia de cada SNP. Los distintos colores indican el tipo de cambio
producido por el SNP y cada recuadro corresponde a un ORF diferente.



Tabla 8. Cambios aminoacidicos generados por los reads compartidos del subaislado DSST-
13. Se detalla la posicion en el genoma (respecto a MH186146), la frecuencia del alelo
alternativo, el aminoacido generado y el ORF afectado. En rojo se resaltan cambios no
sinénimos y, si no se especifica, el cambio fue en una region no codificante.

Genome  Alternative allele Type of change Affected Protein

position frequency

10680 0,36 Asp427Asp RdRp
10701 0,38 Leug34Leu RdRp
10719 0,55 LeugqoLeu RdRp
10731 0,55 Arg444Arg RdRp
10783 0,50 Alag62Thr RdRp
11898 0,53 Leui2Leu p6

11922 0,48 AlazoAla p6

11934 0,50 Leu24Leu p6

11937 0,50 Ile2slle po6

11946 0,50 Valz28Val p6

12080 0,43 Thr29Thr p65
12128 0,45 Pro3sPro p65
12143 0,39 LeugoLeu p65
12188 0,63 Tyrs5Tyr p65
12200 0,50 SersgSer p65
12212 0,50 Gly63Gly po5
12971 0,57 Ser316Ser p65
12975 0,62 Ser318Pro p65
12989 0,59 Ser322Ser p65
13035 0,50 Leu338Leu p65
13041 0,50 Ala3z40Thr p65
13070 0,38 Gly349Gly p65
13074 0,33 Valszsille p65
13094 0,40 Arg3s7Arg pos5
13109 0,43 Arg362Arg p65
13133 0,44 Cys370Cys pos5
13169 0,39 Cys382Cys p65
13172 0,39 Ile383lle p65
13184 0,42 Leu387Leu p65
13190 0,40 Val38gVal p65
13196 0,40 Thr391Thr p65
13346 0,29 Glug41Glu p65

13379 0,32 Thr452Thr p65



13403 0,41 Pro460Pro p65
13430 0,41 Thr469Thr p65
13432 0,39 Lys470Arg p65
13484 0,51 Glug87Glu p65
13538 0,39 Proso5Pro pos5
13544 0,40 Argso7Arg p65
13583 0,38 Alas20Ala p65
13604 0,41 Thrs27Thr p65
13643 0,60 Thrs40Thr p65
13664 0,68 Alas47Ala p65
13668 0,73 Leus49Leu p65
13670 0,76 Leus49Leu p65
13685 0,77 Serss4Ser pos5
13730 0,81 Iles69lle P65
13797 0,67 Valsg2lle po5
13818 0,63 Glu2sLys po1
13839 0,54 Ile32Val p61
14430 0,50 Tyr229His po1
16140 0,41 GlugGlu p25
16171 0,31 AlaisThr p25
16200 0,29 Ala24Ala p25
16218 0,29 Ser3oSer p25
16227 0,29 Phe33Leu p25
16272 0,24 Leug8Leu P25
16515 0,39 Ile12glle p25
16553 0,45 Seri42Thr P25
16572 0,44 Leui48Leu p25
16575 0,46 Alaig9Ala p25
16590 0,48 Asnis4Asn p25
16596 0,48 Asni56Asn P25
16608 0,48 Gly160Gly p25
16618 0,48 Leui64Leu p25
16629 0,57 Gly167Gly P25
16635 0,57 Proi69Pro p25
16647 0,42 His173His P25
16701 0,41 AlaigiAla P25
16708 0,43 lleiggLeu p25
16722 0,40 Glu198Glu p25
16731 0,43 Leuzo1Leu p25



16752 0,41 Glu208Glu p25
16753 0,41 Ile2ogVal p25
17086 0,50 Thrio7Thr p18
17092 0,46 LysiogLys p18
17095 0,44 SernoSer p18
17116 0,35 AlanyAla p18
17119 0,33 Ilen8lle p18
17147 0,32 Ile128Val p18
17655 0,39 Aspu8Gly P13
17680 0,46 p20
17700 0,46 p20
17712 0,46 p20
17714 0,46 p=20
17715 0,48 p20
17716 0,48 p20
17717 0,45 p20
17726 0,44 p20
17785 0,53 Lysi6Lys p20
17794 0,49 AlaigAla p20o
17830 0,54 LeusiLeu p20o
17848 0,54 Gluz7Glu p20
17857 0,53 Asp40Asp p20
17881 0,50 Vals8Val p20
18193 0,43 Alai52Ala p20
18199 0,43 Alai54Ala p20
18232 0,41 Vali6sVal p20
18233 0,41 Ala166Ser p20
18268 0,43 Vali77Val p20
18274 0,43 Pro179Pro p20
18277 0,42 Ser18oSer p20
18296 0,42 P23
18618 0,46 Lys84Lys b23
18630 0,49 Asn88Asn p23
18636 0,44 ThrgoThr p23
18681 0,51 ValiosVal p23
18684 0,51 Lys106Lys p23
18697 0,52 ArgmGly p23
18702 0,52 LysuzLys b23
18735 0,61 Alai23Ala p23



18751 0,58 His129Tyr p23
18778 0,45 Asp138Asn p23
18808 0,36 Leu148Leu p23
18843 0,44 Glui59Glu p23
18853 0,39 His163Tyr p23
18870 0,40 Met168lle p23
18879 0,38 Lys171Lys p23
18883 0,40 Met173Val p23
18892 0,43 Asp176Asn p23
18906 0,47 Vali8oVal p23
18924 0,44 Glui86Glu p23
18930 0,50 Thr188Thr p23
18948 0,48 Valig4Val p23
18963 0,39 SeriggSer P23
18965 0,41 Gly200Asp p23
19021 0,44 3'UTR
19030 0,45 3’UTR

Por ultimo, la reconstruccion de haplotipos se realizo con el programa Clique SNV

que se basa en la construccion de un grafo de SNV, donde las SNVs son los nodos

y los bordes conectan SNVs unidos. Luego, se unifican los cliques en el grafo y se

identifican los haplotipos.

Para los subaislados DSST-17 y DSST-25 el programa reconstruyé un unico

haplotipo en cada caso, ambos del genotipo RB, que se observan en la figura 11. En

el caso del subaislado co-infectado, se reconstruyeron 24 haplotipos para el

genotipo RBy 28 para el genotipo VT utilizando todos los reads, tanto tinicos como

compartidos (Figuras 1 y 12). Sin embargo, al utilizar los reads tnicos de cada

genotipo, los haplotipos formados fueron 2 para RB y 1 para VT (Figuras 11y 12).
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Figura 1. Red de haplotipos del genotipo RB de los subaislados DSST-13, DSST-17 y DSST-25.
En violeta y verde se muestra el haplotipo unico de los subaislados DSST-17 y DSST-25,
respectivamente, ambos con una frecuencia de 1. En rojo se muestran los dos haplotipos del
genotipo RB del subaislado DSST-13, y sus respectivas frecuencias, generados por los reads
unicos del genotipo. En azul se observan los haplotipos formados por todos los reads del
subaislado DSST-13 y sus frecuencias.
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Figura 12. Red de haplotipos del genotipo VT del subaislado DSST-13. En rojo se destaca el
haplotipo generado por los reads unicos del genotipo y en azul los haplotipos formados por

todos los reads, tanto unicos como compartidos. Se destaca la frecuencia de cada haplotipo.
h

4. Discusion

Se ha descrito la proteccion cruzada como el mecanismo mas eficiente de control
de CTV (Roistacher et al, 2010, Folimonova, 2013). Aunque no estd claro su
mecanismo de accién a nivel molecular (se cree que funciona por RNA
interferencia), sabemos que funciona de manera genotipo especifica y que el
aislado protector debe ser homogéneo para que el efecto sea duradero
(Folimonova, 2013; Scott et al., 2013). Como otros virus RNA, CTV se organiza en

poblaciones de variantes genéticas similares, producto de mutaciones causadas por



la elevada tasa de error de la RNA polimerasa (Domingo & Holland, 1997; Brlansky
et al., 2003; Scott et al., 2013). A su vez, debido a la longevidad del hospedero y a la
continua reinfeccion en el campo a causa del insecto vector del virus, estas
poblaciones pueden estar compuestas por mds de un genotipo.

Una de las maneras mas utilizadas para disminuir la variabilidad genética de las
poblaciones es la transmision por un solo afido (SAT), técnica que genera cuellos
de botella transmitiendo una proporcion de la variabilidad genética original
(Broadbent et al., 1996; Brlansky et al., 2003; Nolasco et al., 2008).

Con el objetivo de caracterizar aislados homogéneos del genotipo HA16-5 (o NC)
altamente representado en el pais, se seleccionaron 3 subaislados obtenidos por
SAT y previamente caracterizados como HA16-5 mediante 3 regiones parciales del
genoma (genes p25, p20 y p23) (Hernandez-Rodriguez et al., 2019). Para confirmar
la presencia de poblaciones homogéneas se realizd un analisis por SSCP y se
seleccionaron los subaislados 13, 17y 25 del aislado madre DSST como homogéneos
y del genotipo HA16-5. Sin embargo, al reconstruir los genomas completos de los
subaislados, con datos de secuenciacion masiva, se observaron dos aspectos
interesantes. Primero, los subaislados no pertenecian al genotipo HA16-5 sino al
genotipo RB. Segundo, la técnica de SAT no logro separar genotipos en uno de los
subaislados, que presento6 una co infeccion entre los genotipos VT y RB.

En cuanto al primer punto, CTV es el virus de plantas mas grande descrito hasta el
momento, con un genoma de 19,3 kb. Previamente se ha mencionado que la
asignacion de genotipos mediante andlisis de regiones parciales no siempre es
certera, debido a la existencia de genomas recombinantes como se observa en este
caso (Harper, 2013). El genoma del genotipo RB presente en los subaislados DSST-
13,17y 25 es de origen recombinante entre los genotipos T36, RB y HA16-5 (Benitez-
Galeano et al,, 2018), y los genes p25, p23 y p20 utilizados en la caracterizacion
previa se encuentran en la porcidn final del genoma, hacia el extremo 3’, explicando
asi la asignacion al genotipo HA16-5.

Respecto a la separacion de genotipos por SAT, podemos mencionar dos aspectos
importantes. Si bien el 4fido transmite s6lo una proporcion de los genomas
presentes en la planta, dada la cantidad limitada de sitios de unién del virus a la

probdscide del insecto, la distribucion de la poblacion viral no es homogénea en la



planta. Es decir, los afidos se alimentan en distintos lugares de la planta antes de
ser trasladados al nuevo plantin, pudiendo asi transmitir distintos genomas
presentes en la poblacién madre. La transmision por afidos ha sido reportada como
altamente variable, es decir, que distintos genotipos presentan distinta eficiencia
de transmisidn, existiendo una tendencia mayor de transmision hacia los genotipos
mas severos (Calavan et al., 1980; Roistacher et al., 1980; Yokomi et al., 2010; Zhou
et al., 20m11). Entonces, el evento de separacion o disminucion de variabilidad
genética mediante SAT es un evento que depende de factores tales como
composicion poblacional, distribucién de genotipos en la planta y eficiencia de
transmision de los genotipos, asi como también de la temperatura y variedad del
cultivar (Bar-Joseph & Loebenstein, 1973; Yokomi et al., 2010).

Los trabajos previos que utilizan SAT para separar poblaciones virales, no realizan
andlisis de genomas completos mediante secuenciacion masiva, pudiendo haber
pasado por alto variantes minoritarias que si son observadas con esta técnica. A su
vez, en nuestro caso, surge la interrogante de si con una profundidad mayor de
secuenciacion se hubiesen observado variantes minoritarias del genotipo VT en los
subaislados 17 y 25, que claramente estaba presente en el aislado madre. Cabe
destacar, que la profundidad de secuenciacion no fue la deseada debido a que no
se realizo un tratamiento previo de deplecion de RNA ribosomal y la alta cantidad
de estas moléculas compite con la secuenciaciéon de los RNA virales. Sin embargo,
se lograron obtener los genomas completos, con reads cubriendo toda la longitud
del genoma y con profundidad suficiente para establecer variantes minoritarias.
La complejidad de las poblaciones virales estd relacionada con la patogenicidad e
intensidad de los sintomas que genera el virus en la planta. En el caso de los
subaislados analizados en esta tesis, se observo que produjeron distinto grado de
afectacion en las plantas indicadoras correlacionada con la presencia o ausencia de
mas de un genotipo en la poblacién. El subaislado DSST-13, conformado por una
poblaciéon mixta de los genotipos VT y RB, mostrd sintomas mads severos que los
subaislados 17 y 25, siendo el tinico que generd SP en pomelo.

Al analizar en profundidad los subaislados, observamos que esta correlacion entre
sintomatologia mas severa y presencia de mds de un genotipo, se vio reflejada

también en la presencia de mas cantidad de SNPs en el subaislado 13, que en los



subaislados 17 y 25. Es extremadamente interesante observar la presencia de reads
compartidos entre ambos genotipos del subaislado 13, que justamente se ubican en
la mitad 3’ del genoma, region que se transcribe mediante RNAs subgenomicos, y
que mayoritariamente produjeron cambios sinonimos. Este fendmeno se observa
ampliamente en virus RNA, en los cuales se generan variantes minoritarias
estrechamente relacionadas formando el “espacio de secuencia”, que funciona
como un backup frente a cambios en el ambiente para preservar el fitness elevado
de la poblaciéon. Este “espacio de secuencia” puede observarse en la estrecha
relacion entre variantes minoritarias reconstruidas en las redes de haplotipos.

Por altimo, seria interesante analizar la convergencia de la variante alternativa en
la posicion 1749 del genoma, que genero el cambio Glys548Ser en los subaislados 17
y 25, para ver si existe una mayor eficiencia de la misma en cuanto al uso de

codones del virus y al efecto en el fitness dado el cambio aminoacidico.
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4. DISCUSION GENERAL

Los citricos son uno de los cultivos frutales mds importantes a nivel econémico en
el mundo (Moreno et al., 2008; Roistacher, 2010), y en Uruguay, es un rubro con
un fuerte impacto socio-econdmico y constituye un sector exportador en
expansion (Anuario OPYPA 2020). Como se menciono previamente, este cultivo es
susceptible a patdgenos transmitidos por insectos e injertos de material vegetal
infectado, y requiere medidas eficientes de manejo y control de enfermedades para
permanecer competitivo en el mercado internacional.

El sector citricola nacional posee una potencialidad productiva muy superior a la
actual. Sin embargo, la presencia de ciertos patogenos en el pais generan pérdidas
anuales millonarias, las cuales utilizando tecnologias desarrollas a nivel nacional e
investigando en nuevas alternativas de control, promueven una mejora sustantiva
en los niveles de produccién. Cabe destacar que la continua demanda del mercado
mundial por nuevas variedades ha propiciado la utilizacién masiva en el pais del
cambio de copa como medida rdpida de sustitucion varietal en quintas afiosas, pero
para que funcione a largo plazo debe ser realizado solamente en arboles sanos
(Albrecht et al., 2017). De aqui se desprende la importancia de la vigilancia continua
de patdégenos en el cultivo y la utilizaciéon de material certificado libre de virus
derivado del PNSCC.

Por lo previamente expuesto, el objetivo de esta tesis fue establecer, por primera
vez a nivel nacional, el estado de situacion de las quintas citricolas respecto a tres
virus y cinco viroides que afectan este cultivo. También, caracterizar desde el punto
de vista bioldgico, molecular y evolutivo, subaislados de un aislado de campo de
CTV, con el fin ultimo de ser utilizado en un futuro programa de proteccion
cruzada (CP).

En cuanto a la incidencia de los patdgenos analizados, reportamos la presencia de
los virus CTV (93.3%) y CPsV (45%), asi como los viroides HSVd (3.6%) y CDVd
(15.6%). CEVd fue detectado solamente en una de las 1175 muestras analizadas
mientras que el virus SDV y los viroides CBLVd y CBCVd no fueron detectados
(Benitez-Galeano et al., 2021).

Para comprender la situacion aqui descrita debemos entender el escenario

historico multicausal que puede haber llevado al desarrollo de la misma. En una



revision realizada por Roistacher (2010) se detalla que en 1930 se habrian importado
distintas variedades de citricos desde Sudafrica, siendo esta la evidencia mas
antigua con la que se cuenta del movimiento transocednico de material vegetal
hacia Sudamérica. El cambio en el uso de patrones en el tiempo debido a la
aparicion de distintas enfermedades, la falta de conocimiento del estado sanitario
del material vegetal utilizado, la presencia ampliamente distribuida del vector T.
citricida y la ausencia de un PNSCC, produjeron el escenario ideal para la
diseminacion de virus y viroides en citricos.

La presencia en Uruguay de CTV, CPsV y los viroides HSVd, CEVd, CDVd y CBLVd
habia sido previamente reportada (Tucci et al., 1965; Pagliano et al., 1998, 2013) con
incidencias superiores a las reportadas por nuestro grupo (Benitez-Galeano et al.,
2021). La disminucion en la incidencia de los viroides podria deberse a los
beneficios sanitarios del PNSCC, de liberar material saneado a campo de manera
obligatoria desde 2014, y a buenos planes de manejo del cultivo en las distintas
quintas, ya que son organismos que se transmiten mediante herramientas de corte
o material vegetal infectado. Sin embargo, para los virus CTV y CPsV, la situacion
es un poco diferente debido a la biologia de los organismos. Luego de la
destruccion de arboles en las quintas citricas de Uruguay causada por la Tristeza
en los afios 40, se observd un incremento en la incidencia y severidad de la
enfermedad causada por CPsV (Tucci et al,, 1965). Teniendo en cuenta que la
presente tesis reporta el primer estudio cuantitativo de CPsV, podemos asumir que
la diseminacion del virus puede haber sido causada por el uso masivo de material
vegetal infectado, ya que el desarrollo de sintomatologia causada por este virus
puede demorar afos, provocando su diseminacion silenciosa por parte del
productor (Tucci et al., 1965; Benitez-Galeano et al., 2021). También, por la elevada
incidencia del virus aqui descrita, de manera individual o en co-infeccion con CTV,
la diseminacién de este patogeno podria deberse, como ha sido sugerido
previamente, a la presencia de un vector natural del virus, aunque hasta el
momento no ha sido reportado (Pujol & Befatena 1965; Campiglia et al., 1976;
Timmer & Garnsey, 1980; Garcia et al.,, 2017; Hernandez-Rodriguez et al., 2020;

Zhou et al., 2020).



En cuanto a CTV, su elevada incidencia puede ser explicada por un lado, por la
presencia del insecto vector mas eficiente, porque aunque se utilice material libre
del virus en el campo, la continua exposicion de los cultivos al vector favorece la
infeccion y re infeccion de los arboles. Por otro lado, la ingente variabilidad
genética del virus, los frecuentes eventos de recombinacion y la estructura de las
poblaciones virales en cuasiespecies, pueden ser factores que favorezcan el fitness
de ciertos genotipos del virus en las distintas variedades citricas.

Los andlisis filogenéticos basados en el gen de la capside de CTV, reportaron la
presencia de 5 de los 8 genotipos descritos al momento, siendo el HA16-5 el mas
prevalente. Mediante estudios de coalescencia y filogeografia pudimos establecer
el tMRCA del genotipo y reconstruir la dindmica geografica desde el origen hasta
su primer ingreso al pais (Benitez-Galeano et al, 2017). También establecimos un
segundo ingreso a Uruguay seguido de una expansion local, resultados que
concuerdan con la hipotesis de emergencia de una nueva variante (Benitez-
Galeano et al., 2017).

Con estos resultados en mente, nos propusimos caracterizar este genotipo, tan
prevalente en Uruguay, con el objetivo de ser utilizado en un programa de PC.
Como se reportd previamente, el aislado pre inmunizador para la PC debe ser del
mismo genotipo que se quiere controlar, y para que el efecto sea duradero no deben
existir variantes minoritarias de otro genotipo en el aislado ya que pueden quebrar
la resistencia como sucedié en Sudafrica con el aislado GFMSi2 utilizado desde
1984 (Folimonova, 2013; Scott et al., 2013; Zablocki & Pietersen, 2014). Sin embargo,
al analizar los genomas completos de los 3 subaislados del aislado madre DSST,
aparentemente perteneciente al genotipo HA16-5, observamos que se trataba de
genomas recombinantes del genotipo RB (Benitez-Galeano et al., 2018). Estos
resultados refuerzan la sugerencia de utilizar genomas completos de CTV para su
caracterizacién en lugar de regiones parciales del genoma (Harper, 2013).

Como se ha descrito previamente, la organizacidn poblacional de CTV esta dividida
en dos niveles de complejidad, uno que incluye las cepas o genotipos existentes en
la poblacién, como se discutid previamente, y otro relacionado con las variantes de
secuencias minoritarias en torno a la secuencia maestra o mayoritaria (Harper et

al.,, 2015). Es sabido que las secuencias minoritarias pueden ser importantes en la



manifestacion de sintomas de una enfermedad, a pesar de que se encuentren en
baja proporciéon (Cerni et al, 2008). Nuestros resultados concuerdan con lo
antedicho para el caso del subaislado DSST 13 que presento la co infeccion RB/VT
y genero sintomatologia mds severa en las plantas indicadoras que los subaislados
infectados solamente con el genotipo RB. Claramente ocurre una sinergia entre
genotipos que podria explicar este aumento de sintomas, que puede ser explicada
por la diversidad genética del espacio de secuencia de la cuasiespecie como se
observa en la red de haplotipos. Al analizar los cambios nucleotidicos también
observamos una mayor presencia de SNPs en DSST 13, dada por los reads
compartidos entre genotipos, aunque mayormente sinonimos. Esto tiene sentido
si pensamos en el mecanismo de transcripcion/traduccién de la mitad 3’ del
genoma de CTV, y en la presencia de distintos tipos de RNAs producidos durante
el ciclo replicativo del virus.

Podemos concluir que la situacion de la citricultura del Uruguay es compleja
respecto a los patogenos aqui analizados, ya que por un lado encontramos plantas
con co infecciones de varios de ellos, y en otro nivel, encontramos que los aislados
de campo de CTV presentan poblaciones heterogéneas que podrian complicar la
obtencion de aislados protectores homogéneos para utilizar en la proteccion

cruzada.
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6. PERSPECTIVAS

¢ Continuar con la vigilancia epidemioldgica de los patogenos estudiados.

e Analizar la dinamica poblacional de los subaislados DSST-13 y DSST-17 en
el tiempo (6 y 12 meses post inoculacion) y en dos hospederos diferentes
(LM y PD).

e Analizar el uso de codones de CTV respecto al hospedero.

e Analizar el efecto a nivel de hospedero del cambio no sinénimo compartido
entre los sub ailsados DSST 17 y 25, asi como de los cambios no sindnimos

generados por los reads compartidos del subaislado co infectado DSST-13.
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First report of the Citrus tristeza virus trifoliate resistance-breaking (RB) genotype in 'New
Hall' sweet orange in South America

L. Heméndez-Rodriguez*, Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical, P.O. Box 11 300,
7% Ave., #3005, Playa, Havana City, Cuba; A. Bertalmio, L. Rubio, A. Arruabarrena, D. Maeso
and F. Rivas, Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria, CP50000, Salto, Uruguay; M. J.
Benitez-Galeano, R. Colina, Laboratorio de Virologia Molecular, Universidad de la Repiiblica,
Rivera 1350, CP50000 Salto, Uruguay.

Citrus tristeza virus (CTV)) (Closteroviridae: Closterovirus) has multiple isolates classified into six
major CTV genotype groups or strains: T36, VT, T3, RB, T68, and T30 (Harper, 2013). The
reported circulating strains in Uruguay are VT, T3, T36, and NC, a new genetic lineage (Benitez-
Galeano ef al., 2015). To continue surveying CTV genotypes in Uruguay, single aphid (Toxoptera
citricida) transmission (SAT) was performed to separate the virus population mixtures of several
field isolates as described by Powell and Lin (2005). SAT was conducted by inoculating field
isolates in Mexican lime (Citrus aurantifolia), challenging 28 plants per field isolate. CTV infection
was confirmed by ELISA with 3DF1+3CAS and MCA13 antibodies (PlantPrint Diagnostics), and
RNA silencing suppressor genes p20 and p25 were amplified by RT-PCR (Benitez-Galeano et al.,
2015). In 2015, nine sub-isolates were obtained by SAT from a field isolate named SNH-A, which
was collected from a 23-year-old asymptomatic New Hall' sweet orange (C. sinensis) grafted onto
Poncirus trifoliata in a commercial orchard at Paysandu, Uruguay, in January, 2014. CTV was
detected in one of these sub-isolates (SNH-9-sA) by 3DF1+3CAS and MCA13 antibodies 30 days
after SAT. RNA was extracted as recommended in Arruabarrena ef al. (2015), and fragments with
expected sizes of 561 and 677 bp were amplified after retrotranscription for the p20 and p25 genes,
respectively. When comparing p20 and p25 sequences of SNH-A (KU928192, KU900357) and
SNH-9-sA (KU928185, KU900356) with each other the nucleotide identities were 94.5 and
93.5% respectively. These sequences also showed nucleotide identities ranging from 91 to 98%
with reference isolates of the CTV strains (T36: AY340974, U16304, VT: EU857538, T3:
K (525952, RB: FI525431, T68: JQ965119, T30: AF260651, Y18420 and NC: GQ454870). The
highest nucleotide identity for the two analyzed genes of SNH-9-sA sequences was with the
resistance-breaking RB strain, and for SNH-A sequences with T3 (p20) and NC (p25) strains. The
RB phenotype of sub-isolate SNH-9-sA was demonstrated by grafting three bark patches onto three
P. trifoliate seedlings (rutaceous species where only RB strains can systemically move to cause an
infection, Dawson and Mooney, 2000). One of the three SNH-9-sA inoculated plants (SNH-9-sA-
Tp3) was 3DF1+3CAS and MCA13 positive eight months after graft-inoculation. Amplicons for the
p20 and p25 genes were amplified and the corresponding sequences (KY559506, KY367397)
showed the highest nucleotide identity with the RB strain. Maximum Likelihood phylogenetic trees
of the two genes grouped the SNH-9-sA, SNH-9-sA-Tp3 and RB strains sequences in the same
phylogenetic cluster, while SNH-A was grouped in different clades depending on the analyzed gene
(e-Xtra). To our knowledge, this is the first report of the presence of the CTV RB genotype in South
America. Taking into consideration the widespread use of P. trifoliata as rootstock in Uruguay, the
described findings highlight the urgent need to study the epidemiology of the RB genotype in the
country, and enforce management strategies that consider the presence of this genotype for the
implementation of control measures.
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Abstract

Citrus tristeza virus (CTV) is the causal agent of the most important viral disease of citrus. Symptoms that may affect the
productive potential of citrus plants are observed in Uruguayan orchards even though resistant rootstocks are used. CTV is fully
eliminated in propagative materials by the National Sanitation and Certification Program, but since the virus and its vector are
widespread in the country, the risk of infection in the field persists. In this situation, using mild CTV strains in a cross-protection
program would be a useful alternative to attempt to increase yield and quality of the local citrus industry. To this aim, this study
assessed the biological and molecular characteristics of 32 local CTV isolates. Bioassays were conducted in a greenhouse with
controlled conditions. Each isolate was graft-inoculated on Mexican lime, sweet orange, sour orange and Duncan grapefruit
indicator plants. Symptoms and their intensity were evaluated. Molecular characterization was carried out by RT-PCR amplifi-
cation, using primers for the p25, p20 and p23 genes. PCR products were sequenced, nucleotide sequences were aligned with
international reference strains and phylogenetic trees were constructed. Results of the biological and molecular analysis showed
the prevalence of severe CTV isolates with a high genetic variability. Two out of 32 characterized isolates were selected as mild
CTV isolates to be tested as candidates for future cross-protection experiments. The survey showed a complex scenario for the
management of CTV in Uruguay.

Keywords Closterovirus - Closteroviridae - CTV - Biological indexing - Phylogenetic analysis
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Abstract

Huanglongbing (HLB) disease detection in Cuba in 2006 led to a turn in citrus
management in the country, including the production of certified budwood in
protected nurseries, eradication of symptomatic plants and old orchards, and
chemical control of the vector Diaphorina citri. This dramatic shift in citrus farming
could have affected the incidence and composition of citrus tristeza virus (CTV)
populations. This work aimed to determine CTV incidence and characterize viral
isolates from the main Cuban citrus-producing areas. A survey throughout the
country was carried out which resulted in the collection of 27 CTV isolates. Results
showed a decrease of CTV incidence in western and central areas of the country, but
an increase in the East, compared to previous reports. Bioindexing showed that
most of the isolates induced none or mild symptoms. Serological characterization
using seven different CTV specific monoclonal antibodies (MAb) showed
heterogeneity among the 27 isolates. Six out of twenty-seven were MCA13-reactive, a
MAD associated to the presence of severe CTV isolates. Nevertheless, sequence
comparison of the $20, p23 and p25 genes evidenced a high nucleotide sequence
identity among isolates, and according to the phylogenetic analyses, all the
sequences belonged to the CTV T30 genotype. Thus, our results showed a decrease
in the CTV incidence in the surveyed areas and the broad dissemination of mild
CTV isolates of the T30 genotype, which could be partially explained by the shift in
the management programs implemented for CTV and HLB control in Cuba.
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Uruguay is one of the few countries in the Americas that successfully contained
the coronavirus disease 19 (COVID-19) epidemic during the first half of 2020.
Nevertheless, the intensive human mobility across the dry border with Brazil is a
major challenge for public health authorities. We aimed to investigate the origin of
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) strains detected in
Uruguayan localities bordering Brazil as well as to measure the viral flux across this
~1,100 km uninterrupted dry frontier. Using complete SARS-CoV-2 genomes from
the Uruguayan-Brazilian bordering region and phylogeographic analyses, we inferred
the virus dissemination frequency between Brazil and Uruguay and characterized local
outbreak dynamics during the first months (May-July) of the pandemic. Phylogenetic
analyses revealed multiple introductions of SARS-CoV-2 Brazilian lineages B.1.1.28
and B.1.1.33 into Uruguayan localities at the bordering region. The most probable
sources of viral strains introduced to Uruguay were the Southeast Brazilian region and
the state of Rio Grande do Sul. Some of the viral strains introduced in Uruguayan
border localities between early May and mid-July were able to locally spread and
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We developed a genomic surveillance program for real-
time monitoring of severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) variants of concern (VOCs)
in Uruguay. We report on a PCR method for SARS-
CoV-2 VOCs, the surveillance workflow, and multiple in-
dependent introductions and community transmission of
the SARS-CoV-2 P.1 VOC in Uruguay.

‘By late 2020, because of natural viral evolution,
severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 (SARS-CoV-2) genetic variants emerged, some of
which show increased transmissibility and cause
more severe coronavirus disease (COVID-19) (1). In
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ANEXO 1. Comandos utilizados en el anadlisis de datos de los subaislados
DSST-13, -17y -25.

#!/bin/bash
i
Hmm———— An4lisis de calidad y trimming: FastQC y Trimmomatic-------
i
for i in $(1ls | grep fastq | rev | cut -c7- | rev | uniq)
do

echo "el nombre del archivo es : $i"

java -jar ~/bin/Trimmomatic-0.36/trimmomatic-0.36.jar SE -
threads 4 -phred33 -trimlog logfile $i.fastq
~/Escritorio/Majo/QS Analysis/$i-trimm SLIDINGWINDOW:3:20
HEADCROP:12 MINLEN:138 CROP:135

fastgqc -f fastq ~/Escritorio/Majo/QS Analysis/$i-trimm -o
~/Escritorio/Majo/QS Analysis/FastQCresults
done
i i
Hmmm Filtrado del hospedero: Mapeo a C. sinensis----——--——--
i i
bowtie2-build ~/Escritorio/Majo/C.sinensis genome/C.sinensis.fasta
~/Escritorio/Majo/QS Analysis/C.sinensis_ ref
for i in $(ls | grep trimm | rev | cut -c7- | rev | uniq)
do

echo "el nombre del archivo es : $i"

bowtie2 -p 4 -x C.sinensis ref -U $i-trimm -S $i.sam

samtools view -S -f4 $i.sam > $i-unmapped.sam

cut -fl1 $i-unmapped.sam | sort | uniqg > $i-unmapped ids.lst

seqtk subseq ~/Escritorio/Majo/$i.fastq $i-unmapped ids.lst >
$i-unmapped.fastqg

done
HHAHHHHHHAHHHHHHAHHHHHHAHHHHHHAS TS HAHH TS HHHH AR TS HAHHHAHF AR A
e ———— Estimacién de frecuencia de genotipos--—-————————————-
i
for i in $(1ls | grep unmapped.fastq | rev | cut -clé6- | rev | uniq)
do

echo "el nombre del archivo es : $i"

bowtie2-build CTV_db_5 half.fasta CTV_db 5 half

bowtie2 -p 4 -x CTV_db 5 half -U $i-unmapped.fastqg -S $i-CTV-
db-5.sam

samtools view -S -F4 $i-CTV-db-5.sam > $i-mapped-CTV-db-5.sam

samtools view -bST CTV_db 5 half.fasta $i-mapped-CTV-db-5.sam
> $i-mapped-CTV-db-5.bam

samtools sort -o $i-CTV-db-5-sorted.bam $i-mapped-CTV-db-5.bam

samtools view -h -F4 -b $i-CTV-db-5-sorted.bam > $i-CTV-db-5-
map_bam

samtools index $i-CTV-db-5-map bam $i-CTV-db-5-map.bai

samtools depth -d10000000 $i-CTV-db-5-map bam > $i-CTV-db-5-
map depth.txt

samtools stats -c 1,1000,1 S$i-mapped-CTV-db-5.bam > $i-CTV-db-
5-coverage

samtools index $i-CTV-db-5-sorted.bam $i-CTV-db-5-
sorted.bam.bai

samtools bam2fqg $i-mapped-CTV-db-5.bam > $i-CTV-db-5-
mapped.fastqg

rm $i-mapped-CTV-db-5.bam $i-mapped-CTV-db-5.sam $i-CTV-db-
5.sam
done
bowtie2-build MH186146 5 10881lnt.fasta MH186146 5 db
bowtie2-build DSST_ 13 5 10844nt.fasta DSST 13 5 db



for i in $(ls | grep CTV-db-5-mapped.fastq | rev | cut -c23- | rev
uniq)
do

echo "el nombre del archivo es : $i"

bowtie2 -p 4 -x MH186146 5 db -U $i-CTV-db-5-mapped.fastqg -S
$i-mapped-freg-5-RB.sam

samtools view -S -F4 $i-mapped-freg-5-RB.sam > $i-freg-5-RB.sam

samtools view -bST MH186146_ 5 10881lnt.fasta $i-freq-5-RB.sam >
$i-freqg-5-RB.bam

samtools sort -o $i-freq-5-RB-sorted.bam $i-freqg-5-RB.bam

samtools view -h -F4 -b $i-freq-5-RB-sorted.bam > $i-freq-5-
RB-map bam

samtools index $i-freqg-5-RB-map bam $i-freqg-5-RB-map.bai

samtools depth -d10000000 $i-freg-5-RB-map bam > $i-freq-5-RB-
map depth.txt

samtools stats -c 1,1000,1 S$i-freq-5-RB.bam > S$i-freq-5-RB-

coverage
samtools index $i-freq-5-RB-sorted.bam $i-freq-5-RB-
sorted.bam.bai
cut -fl1 $i-freq-5-RB.sam | sort | uniq > $i-mapped-to-5-RB-
ids.1lst

bowtie2 -p 4 -x DSST_13 5 db -U $i-CTV-db-5-mapped.fastq -S $i-
mapped-freq-5-VT.sam

samtools view -S -F4 $i-mapped-freq-5-VT.sam > $i-freq-5-VT.sam

samtools view -bST DSST 13 5 10844nt.fasta $i-freg-5-VT.sam >
$i-freq-5-VT.bam

samtools sort -o $i-freq-5-VT-sorted.bam $i-freqg-5-VT.bam

samtools view -h -F4 -b $i-freq-5-VT-sorted.bam > $i-freq-5-
VT-map_ bam

samtools index $i-freq-5-VT-map bam $i-freq-5-VT-map.bai

samtools depth -d10000000 $i-freg-5-VT-map bam > $i-freq-5-VT-
map depth.txt

samtools stats -c¢ 1,1000,1 S$i-freq-5-VT.bam > S$i-freq-5-VT-

coverage
samtools index $i-freq-5-VT-sorted.bam $i-freq-5-VT-
sorted.bam.bai
cut -fl1 $i-freq-5-VT.sam | sort | uniqg > $i-mapped-to-5-VT-
ids.1lst

cat $i-mapped-to-5-VT-ids.lst $i-mapped-to-5-RB-ids.lst | sort
> $i-mapped-to-both

uniq -D $i-mapped-to-both > $i-duplicates

unigq -d $i-duplicates > $i-unique-shared-reads ids.lst

seqtk subseq $i-CTV-db-5-mapped.fastq $i-unique-shared-
reads_ids.lst > $i-compartido-VT-RB.fastqg

bowtie2 -p 4 -x MH186146 5 db -U $i-compartido-VT-RB.fastg -S
$i-mapped-compartido-5-vs-RB.sam

samtools view -S -F4 S$i-mapped-compartido-5-vs-RB.sam > S$i-
compartido-5-vs-RB.sam

samtools view -bST MH186146 5 1088lnt.fasta $i-compartido-5-
vs-RB.sam > $i-compartido-5-vs-RB.bam

samtools sort -0 $i-compartido-5-vs-RB-sorted.bam $i-
compartido-5-vs-RB.bam

samtools view -h -F4 -b $i-compartido-5-vs-RB-sorted.bam > $i-
compartido-5-vs-RB-map bam

samtools index $i-compartido-5-vs-RB-map bam $i-compartido-5-
vs-RB-map.bai

samtools depth -d10000000 S$i-compartido-5-vs-RB-map bam > $i-
compartido-5-vs-RB-map depth.txt

samtools stats -c 1,1000,1 S$i-compartido-5-vs-RB.bam > S$i-
compartido-5-vs-RB-coverage



samtools index $i-compartido-5-vs-RB-sorted.bam $i-compartido-
5-vs-RB-sorted.bam.bai

bowtie2 -p 4 -x DSST 13 5 db -U $i-compartido-VT-RB.fastqg -S
$i-mapped-compartido-5-vs-VT.sam

samtools view -S -F4 S$i-mapped-compartido-5-vs-VT.sam > $i-
compartido-5-vs-VT.sam

samtools view -bST DSST 13 5 10844nt.fasta $i-compartido-5-vs-
VT.sam > S$i-compartido-5-vs-VT.bam

samtools sort -0 $i-compartido-5-vs-VT-sorted.bam $i-
compartido-5-vs-VT.bam

samtools view -h -F4 -b $i-compartido-5-vs-VT-sorted.bam > $i-
compartido-5-vs-VT-map bam

samtools index $i-compartido-5-vs-VT-map bam $i-compartido-5-
vs-VT-map.bai

samtools depth -d10000000 S$i-compartido-5-vs-VT-map bam > $i-
compartido-5-vs-VT-map depth.txt

samtools stats -c 1,1000,1 S$i-compartido-5-vs-VT.bam > S$i-
compartido-5-vs-VT-coverage

samtools index $i-compartido-5-vs-VT-sorted.bam $i-compartido-
5-vs-VT-sorted.bam.bai

done
i
#mmm————— Andlisis y anotacién de variantes genéticas-----—-—-———---

i i
####### MAPEO DE READS NO MAPEADOS CON C. SINENSIS A CTV-DB DE
GENOTIPOS CONSENSO #######
bowtie2-build cons_8 genot CTV.fasta CTV_db
for i in $(1ls | grep unmapped.fastq | rev | cut -clé6- | rev | uniq)
do
echo "el nombre del archivo es : $i"
bowtie2 -p 4 -x CTV_db -U $i-unmapped.fastq -S $i-CTV-db.sam
samtools view -S -F4 $i-CTV-db.sam > $i-mapped-CTV-db.sam
samtools view -bST cons 8 genot CTV.fasta $i-mapped-CTV-db.sam
> $i-mapped-CTV-db.bam
samtools sort -o $i-CTV-db-sorted.bam $i-mapped-CTV-db.bam
samtools view -h -F4 -b $i-CTV-db-sorted.bam > $i-CTV-db-
map_bam
samtools index $i-CTV-db-map bam $i-CTV-db-map.bai
samtools depth -d10000000 $i-CTV-db-map bam > $i-CTV-db-
map depth.txt
samtools stats -c 1,1000,1 $i-mapped-CTV-db.bam > $i-CTV-db-
coverage
samtools index $i-CTV-db-sorted.bam $i-CTV-db-sorted.bam.bai
samtools bam2fqg $i-mapped-CTV-db.bam > $i-CTV-db-mapped.fastqg
rm $i-mapped-CTV-db.bam $i-mapped-CTV-db.sam $i-CTV-db.sam
done
####### MAPEO DE READS NO MAPEADOS CON C. SINENSIS A GENOMAS
ENSAMBLADOS DE NOVO #######
bowtie2-build MH186146.fasta MH186146 ref
for i in $(1ls | grep unmapped.fastq | rev | cut -clé6- | rev | uniq)
do
echo "el nombre del archivo es : $i"
bowtie2 -p 4 -x MH186146 ref -U $i-unmapped.fastq -S $i-RB.sam
samtools view -S -F4 $i-RB.sam > $i-mapped-RB.sam

samtools view -bST MH186146.fasta $i-mapped-RB.sam > $i-mapped-
RB.bam

samtools sort -o $i-RB-sorted.bam $i-mapped-RB.bam

samtools view -h -F4 -b $i-RB-sorted.bam > $i-RB-map bam

samtools index $i-RB-map bam $i-RB-map.bai

samtools depth -d10000000 $i-RB-map bam > $i-RB-map depth.txt



samtools stats -c 1,1000,1 $i-mapped-RB.bam > $i-RB-coverage
samtools index $i-RB-sorted.bam $i-RB-sorted.bam.bai
samtools bam2fqg $i-mapped-RB.bam > $i-RB-mapped.fastq
done
bowtie2-build DSST 13 VT refseq.fasta DSST 13 VT ref
bowtie2 -p 4 -x DSST_13 VT ref -U DSST 13-unmapped.fastqg -S DSST 13-
VT.sam
samtools view -S -F4 DSST 13-VT.sam > DSST 13-mapped-VT.sam
samtools view -bST DSST 13 VT refseq.fasta DSST 13-mapped-VT.sam >
DSST 13-mapped-VT.bam
samtools sort -o DSST 13-VT-sorted.bam DSST_13-mapped-VT.bam
samtools view -h -F4 -b DSST 13-VT-sorted.bam > DSST 13-VT-map_bam
samtools index DSST 13-VT-map bam DSST 13-VT-map.bai
samtools depth -d10000000 DSST 13-VT-map bam > DSST 13-VT-
map depth.txt
samtools stats -c¢ 1,1000,1 DSST l13-mapped-VT.bam > DSST 13-VT-
coverage
samtools index DSST 13-VT-sorted.bam DSST_ 13-VT-sorted.bam.bai
samtools bam2fqg DSST 13-mapped-VT.bam > DSST 13-VT-mapped.fastqg
H#HHHHHAH#H## EXTRACCION DE READS UNICOS Y COMPARTIDOS ####HHH#HHHHHH

#Para RB: (Lo opuesto se hizo para VT)
cut -fl1 DSST 13-mapped-RB.sam | sort | unig > DSST 13-mapped-RB-
ids.1lst

samtools view -S -f4 DSST 13-RB.sam > DSST 13-unmapped-RB.sam

cut -f1 DSST 13-unmapped-RB.sam | sort | uniqg > DSST_ 13-unmapped-RB-
ids.1lst

seqtk subseq DSST 13-trimm.fastqg DSST 13-unmapped-RB-ids.lst >
DSST 13-unmapped-RB.fastq

bowtie2 -p 4 -x DSST 13 VT ref -U DSST 1l3-unmapped-RB.fastg -S 13-
unmapped-to-RB-mapped-VT.sam

samtools view -S -F4 13-unmapped-to-RB-mapped-VT.sam > 13-unm-RB-
map-VT.sam

cut -fl 13-unm-RB-map-VT.sam | sort | unig > 13-unm-RB-map-VT-ids.lst
#Para VT:

cut -fl1 DSST 13-mapped-VT.sam | sort | unig > DSST 13-mapped-VT-
ids.1lst

samtools view -S -f4 DSST 13-VT.sam > DSST 13-unmapped-VT.sam

cut -f1 DSST 13-unmapped-VT.sam | sort | uniqg > DSST_ 13-unmapped-VT-
ids.1lst

seqtk subseq DSST 13-trimm.fastq DSST 13-unmapped-VT-ids.lst >
DSST 13-unmapped-VT.fastq

bowtie2 -p 4 -x MH186146 ref -U DSST 13-unmapped-VT.fastq -S 13-
unmapped-to-VT-mapped-RB.sam

samtools view -S -F4 13-unmapped-to-VT-mapped-RB.sam > 13-unm-VT-
map-RB.sam

cut -fl 13-unm-VT-map-RB.sam | sort | uniqg > 13-unm-VT-map-RB-ids.lst
#para comparar listas de reads mapeados a ambas ref-seq y obtener
reads compartidos:

cat DSST_13-mapped-VT-ids.lst DSST 13-mapped-RB-ids.lst | sort >
mapped-to-both

uniqg -D mapped-to-both > duplicates

uniqg -d duplicates > unique-shared-reads-ids.lst

seqtk subseq DSST 13-trimm.fastq unique-shared-reads-ids.lst > 13-
compartidos.fastq

seqtk subseq DSST 13-trimm.fastq 13-unm-VT-map-RB-ids.lst > 13-
unicos-RB.fastqg

seqtk subseq DSST 13-trimm.fastq 13-unm-RB-map-VT-ids.lst > 13-
unicos-VT.fastqg

#####A### ANALISIS CON DATASETS SIN READS COMPARTIDOS ###H#HH#AH#AH#A#A#AAH
bowtie2 -p4 -x CTV_db -U DSST 13-unmapped.fastq -S 13-mapeo-CTV-
db.sam



samtools view -S -F4 13-mapeo-CTV-db.sam > 13-mapeados-db.sam
cut -fl1 13-mapeados-db.sam | sort | unig > 13-mapeados-ids.lst

cat 13-mapeados-ids.lst unique-shared-reads-ids.lst | sort >
todosmasrepetidos
uniq -c todosmasrepetidos | sort | egrep 'l ' | cut -c9- > 13-

sinrepetidos-ids.lst

seqtk subseq DSST 13-trimm.fastq 13-sinrepetidos-ids.lst > 13-
sincompartidos.fastqg

for i in $(ls | grep sincompartidos.fastq | rev | cut -c22- | rev |
uniq)

do

echo "el nombre del archivo es : $i"

bowtie2 -p 4 -x MH186146 ref -U $i-sincompartidos.fastq -S $i-
sincompartidos-mapped-RB.sam

samtools view -S -F4 S$i-sincompartidos-mapped-RB.sam > $i-
sincompartidos-vs-RB.sam

samtools view -bST MH186146.fasta $i-sincompartidos-vs-RB.sam
> $i-sincompartidos-vs-RB.bam

samtools sort -0 $i-sincompartidos-vs-RB-sorted.bam $i-
sincompartidos-vs-RB.bam

samtools view -h -F4 -b $i-sincompartidos-vs-RB-sorted.bam >
$i-sincompartidos-vs-RB-map bam

samtools index $i-sincompartidos-vs-RB-map bam $i-
sincompartidos-vs-RB-map.bai

samtools depth -d10000000 $i-sincompartidos-vs-RB-map bam > $i-
sincompartidos-vs-RB-map_ depth.txt

samtools stats -c 1,1000,1 $i-sincompartidos-vs-RB.bam > $i-
sincompartidos-vs-RB-coverage

samtools index $i-sincompartidos-vs-RB-sorted.bam $i-
sincompartidos-vs-RB-sorted.bam.bai

bowtie2 -p 4 -x DSST 13 VT ref -U $i-sincompartidos.fastqg -S
$i-sincompartidos-mapped-VT.sam

samtools view -S -F4 $i-sincompartidos-mapped-VT.sam > $i-
sincompartidos-vs-VT.sam

samtools view -bST DSST 13 VT refseq.fasta $i-sincompartidos-
vs-VT.sam > $i-sincompartidos-vs-VT.bam

samtools sort -0 $i-sincompartidos-vs-VT-sorted.bam $i-
sincompartidos-vs-VT.bam

samtools view -h -F4 -b $i-sincompartidos-vs-VT-sorted.bam >
$i-sincompartidos-vs-VT-map bam

samtools index $i-sincompartidos-vs-VT-map bam $i-
sincompartidos-vs-VT-map.bai

samtools depth -d10000000 $i-sincompartidos-vs-VT-map bam > $i-
sincompartidos-vs-VT-map_depth.txt

samtools stats -c 1,1000,1 $i-sincompartidos-vs-VT.bam > S$i-
sincompartidos-vs-VT-coverage

samtools index $i-sincompartidos-vs-VT-sorted.bam $i-
sincompartidos-vs-VT-sorted.bam.bai
done
##A##AAA##A# ANALISIS CON DATASETS CON READS COMPARTIDOS ###H#H#AH#A#A#A#AAA
for i in $(ls | grep 13-compartidos.fastq | rev | cut -cl9- | rev |
uniq)
do

echo "el nombre del archivo es : $i"

bowtie2 -p 4 -x MH186146 ref -U S$i-compartidos.fastq -S $i-
compartidos-mapped-RB.sam

samtools view -S -F4 $i-compartidos-mapped-RB.sam > $i-
compartidos-vs-RB.sam

samtools view -bST MH186146.fasta $i-compartidos-vs-RB.sam >
$i-compartidos-vs-RB.bam



samtools sort -0 S$i-compartidos-vs-RB-sorted.bam $i-
compartidos-vs-RB.bam

samtools view -h -F4 -b $i-compartidos-vs-RB-sorted.bam > $i-
compartidos-vs-RB-map bam

samtools index $i-compartidos-vs-RB-map bam $i-compartidos-vs-
RB-map.bai

samtools depth -d10000000 $i-compartidos-vs-RB-map bam > $i-
compartidos-vs-RB-map depth.txt

samtools stats -c¢ 1,1000,1 $i-compartidos-vs-RB.bam > S$i-
compartidos-vs-RB-coverage

samtools index $i-compartidos-vs-RB-sorted.bam $i-compartidos-
vs-RB-sorted.bam.bai

bowtie2 -p 4 -x DSST 13 VT ref -U $i-compartidos.fastq -S $i-
compartidos-mapped-VT.sam

samtools view -S -F4 $i-compartidos-mapped-VT.sam > $i-
compartidos-vs-VT.sam

samtools view -bST DSST 13 VT refseq.fasta $i-compartidos-vs-
VT.sam > $i-compartidos-vs-VT.bam

samtools sort -0 S$i-compartidos-vs-VT-sorted.bam $i-
compartidos-vs-VT.bam

samtools view -h -F4 -b $i-compartidos-vs-VT-sorted.bam > $i-
compartidos-vs-VT-map bam

samtools index $i-compartidos-vs-VT-map bam $i-compartidos-vs-
VT-map.bai

samtools depth -d10000000 $i-compartidos-vs-VT-map bam > $i-
compartidos-vs-VT-map depth.txt

samtools stats -c¢ 1,1000,1 $i-compartidos-vs-VT.bam > S$i-
compartidos-vs-VT-coverage

samtools index $i-compartidos-vs-VT-sorted.bam $i-compartidos-
vs-VT-sorted.bam.bai

done
HHAHHRHBHAHHRHHHAHHH#A## DETECCION DE SNPS #HAHHHHHHHAHHTHIHHAHHTHHHAHH
# -—-—-LoFreq----

## -i "AF>0.01". Flag to filter by (i.e. only keeps calls with allele
frequency > 1%).
lofreq call-parallel --pp-threads 4 -f MH186146.fasta -o DSST 25-vcf
DSST 25-RB-sorted.bam
lofreq call-parallel --pp-threads 4 -f MH186146.fasta -o DSST 17-vcf
DSST 17-RB-sorted.bam
lofreq call-parallel --pp-threads 4 -f MH186146.fasta -o 13wo-RB-vcf
13-sincompartidos-vs-RB-sorted.bam
lofreq call-parallel --pp-threads 4 -f MH186146.fasta -o 13comRB-vcf
13-compartidos-vs-RB-sorted.bam
lofreq call-parallel --pp-threads 4 -f DSST 13 VT refseq.fasta -o
13wo-VT-vcf 13-sincompartidos-vs-VT-sorted.bam
lofreq call-parallel --pp-threads 4 -f DSST 13 VT refseq.fasta -o
13comVT-vcf 13-compartidos-vs-VT-sorted.bam
for i in $(ls | grep vcf | rev | cut -c5- | rev | uniq)
do

echo "el nombre del archivo es : $i"

bgzip $i-vcf

tabix $i-vcf.gz

bcftools stats $i-vcf.gz > $i-vcf-stats.vchk

bcftools filter -i "AF>0.01" $i-vcf.gz -o $i-filtered-freq.vct
done
HHHHSHHHHHRRHHAAHRHAA#H ANOTACION DE SNPS #HAHHHHHHHHHHHAHHHAHHARH A
#  m————— snpEff———-—

java -jar snpEff. jar MH186146.1
~/Escritorio/Majo/QS _Analysis/DSST 17-filtered-freq.vcf > DSST 17-
ann.vcf



java -jar snpEff.jar MH186146.1
~/Escritorio/Majo/QS_Analysis/DSST 25-filtered-freq.vcf > DSST 25-
ann.vcf

java -jar snpEff.jar MH186146.1
~/Escritorio/Majo/QS_Analysis/l3comRB-filtered-freq.vcf > 13comRB-
ann.vcf

java -jar snpEff.jar MH186146.1 ~/Escritorio/Majo/QS Analysis/1l3wo-
RB-filtered-freq.vcf > 13wo-RB-ann.vcf

java -jar snpEff.jar DSST 13 VT refseq
~/Escritorio/Majo/QS_Analysis/1l3comVT-filtered-freq.vcf > 13comVT-
ann.vcf

java -jar snpEff.jar DSST 13 VT refseq
~/Escritorio/Majo/QS_Analysis/13wo-VT-filtered-freq.vcf > 13wo-VT-
ann.vcf

mv *-ann.vcf ~/Escritorio/Majo/QS Analysis
i

Hmmm - Reconstruccién de Haplotipos-----—-—-——--——--c——
i
# --—-CliqueSNV----

for i in $(ls | grep map bam | rev | cut -c9- | rev | uniq)

do

echo "el nombre del archivo es : $i"

java -Xmx6G -jar ~/bin/clique-snv.jar -m snv-illumina -in $i-
map bam -outDir ~/Escritorio/Majo/QS Analysis/CliqueSNV/$i-snv -t 10
-tf 0.01 -log
done



