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Resumen	

En	el	último	medio	siglo,	la	industria	citrícola	en	Uruguay	ha	tenido	un	fuerte	
impacto	socio	económico,	manteniéndose	competitiva	en	los	mercados	mundiales	
mediante	la	introducción	de	nuevas	variedades	y	el	mejoramiento	en	las	prácticas	
de	producción	para	la	obtención	de	predios	altamente	productivos.	Según	datos	
del	MGAP	-	DIEA,	la	producción	de	naranjas,	mandarinas,	limones	y	pomelos	de	
la	zafra	2020	fue	de	218.671	toneladas,	generando	ingresos	por	valor	de	72	millones	
de	dólares	y	más	de	20.000	puestos	de	trabajo.			

Debido	a	la	homogeneidad	genética	de	los	cultivos,	producto	de	la	selección	
de	 rasgos	 económicamente	 valiosos,	 las	 distintas	 especies	 de	 cítricos	 son	
susceptibles	a	agentes	patógenos	que	impactan	negativamente	en	la	producción.	
Las	 distintas	 enfermedades	 son	 de	 etiología	 múltiple	 (hongos,	 bacterias,	 virus,	
viroides,	 protozoos)	 y	 se	 caracterizan	 por	 disminuir	 el	 vigor	 de	 los	
árboles	afectados,	así	como	su	vida	útil,	conduciéndolos	a	producir	fruta	de	menor	
calibre	y	calidad,	y	producciones	menores;	incluso	pueden	provocar	la	muerte	de	
los	 árboles	 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	(CDVd),	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	 y	
certificación	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	 más	 complejos	 de	 control,	 como	 la	 protección	 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	características	biológicas.	A	su	vez,	la	transmisión	
por	áfidos	juega	un	papel	crucial	en	la	evolución	de	las	cuasiespecies,	ya	que	fuerza	
a	las	poblaciones	a	pasar	por	cuellos	de	botella	transmitiendo	efectivamente	una	
pequeña	 proporción	 de	 la	 diversidad	 poblacional.	 Desde	 el	 punto	 de	 vista	
experimental,	 la	 transmisión	 por	 áfidos	 ha	 sido	 crucial	 para	 la	 separación	 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	país,	la	
incidencia	y	distribución	de	virus	y	viroides	que	afectan	los	cultivos	de	cítricos	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	
caracterización	 biológica,	 molecular	 y	 evolutiva	 de	 tres	 subaislados	 de	
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CTV,	obtenidos	de	un	aislado	de	campo	a	partir	de	transmisión	por	un	sólo	áfido	
(SAT),	con	el	objetivo	de	brindar	información	fundamental	para	el	desarrollo	de	la	
PC	en	el	país	y	conocer	la	patogénesis	del	virus	que	varía	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	citrícolas	norte	y	
sur	del	país,	incluyendo	las	especies	y	variedades	económicamente	más	relevantes.	
Los	 análisis	 de	 detección	 molecular	 mostraron	 que	 solamente	 el	 6%	 de	 las	
muestras	 analizadas	 fueron	 negativas	 para	 todos	 los	 patógenos	 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	patógenos	al	mismo	
tiempo	y	con	la	presencia	de	CTV	en	todas	ellas.	De	acuerdo	al	análisis	filogenético	
de	 CTV,	 basado	 en	 regiones	 parciales	 del	 genoma,	 se	 detectaron	 5	 de	 los	 8	
genotipos	descritos	hasta	el	momento.	El	genotipo	más	prevalente	fue	el	HA16-5	
con	una	frecuencia	de	detección	de	87%,	seguido	de	los	genotipos	T68,	VT	y	RB.	
Mediante	análisis	filogeográficos	y	de	coalescencia,	basados	en	el	gen	de	la	cápside	
viral,	 se	 logró	determinar	el	patrón	de	distribución	geográfica	del	genotipo	más	
prevalente	y	su	año	de	ingreso	a	Uruguay.			

En	cuanto	a	la	caracterización	de	los	tres	subaislados	obtenidos	mediante	
SAT,	se	lograron	obtener	los	genomas	completos	mediante	NGS	y	se	observó	que	
dos	de	ellos	presentan	un	único	genotipo	(RB,	Resistance-Breaking)	mientras	que	
el	 tercero	 está	 coinfectado	 por	 dos	 genotipos	 (VT	 y	 RB).	 Cabe	 destacar	 que	 la	
sintomatología	 de	 las	 plantas	 infectadas	 con	 el	 subaislado	 coinfectado	 fue	
más	severa	que	en	los	casos	de	mono-infección.	También	se	logró	determinar	que	
la	estructura	del	genotipo	RB	presente	en	los	tres	subaislados	es	recombinante	y	
presenta	una	similitud	nucleotídica	y	aminoacídica	de	99.9%	entre	subaislados.	Sin	
embargo,	 la	 similitud	 entre	 los	 genotipos	 RB	 y	 VT	 fue	 de	 68.1%	 a	 nivel	 de	
nucleótidos	(nt)	y	80.8%	a	nivel	de	aminoácidos.	También	se	lograron	caracterizar	
los	cambios	sinónimos,	no	sinónimos	y	no	codificantes	de	los	tres	subaislados,	así	
como	reconstruir	las	redes	de	haplotipos	basados	en	estos	cambios.			

En	 suma,	 esta	 tesis	 brinda	 el	 primer	 reporte	 exhaustivo	 sobre	 la	
epidemiología	molecular	de	 varios	 virus	 y	 viroides	que	 afectan	 a	 los	 cítricos	de	
nuestro	país,	incluyendo	los	genotipos	más	prevalentes	de	CTV.	Esta	información	
destaca	 la	 importancia	 de	 mantener	 la	 vigilancia	 epidemiológica	 sobre	 estos	
patógenos,	ya	que	contribuye	en	una	mejora	en	la	producción	citrícola	nacional,	
redundando	 en	 una	 mejora	 económica	 para	 el	 país.	 A	 su	 vez,	 aportó	
información	fundamental	sobre	la	caracterización	biológica,	molecular	y	evolutiva	
de	 subaislados	 del	 genotipo	 RB	 de	 CTV.	 Esta	 información	 representa	 	 un	 gran	
aporte	para	el	desarrollo	de	la	PC	como	mecanismo	de	control	del	virus	en	el	país.	
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1. INTRODUCCIÓN	GENERAL	

Los	 cítricos	 y	 sus	 derivados	 son	 fuente	 de	 vitaminas,	 minerales	 y	 fibra	

alimentaria,	esenciales	para	el	bienestar	nutricional.	Además	del	consumo	como	

jugo	o	fruta	fresca,	los	cítricos	se	producen	para	la	obtención	de	aceites	esenciales	

y	 ácido	 cítrico,	 y	 los	 subproductos	 son	utilizados	 como	alimento	para	 animales	

entre	 otros.	 Considerado	 un	 commodity,	 es	 uno	 de	 los	 cultivos	 frutales	 más	

importantes	a	nivel	económico	en	el	mundo.	Este	cultivo	se	originó	en	el	sureste	

asiático	y	actualmente	se	extiende	por	más	de	140	países	de	las	zonas	tropicales	y	

subtropicales	del	planeta,	abarcando	más	de	8.7	millones	de	hectáreas	(ha)	con	una	

producción	 aproximada	 de	 143	 millones	 de	 toneladas	 (Libro	 Anual	 Estadístico	

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

cultivadas	 son	 las	 naranjas,	 con	 más	 de	 la	 mitad	 de	 la	 producción	 mundial,	

seguidas	de	mandarinas,	limones	y	pomelos.		

Una	planta	de	cítricos	se	realiza	injertando	yemas	de	una	variedad	seleccionada	

sobre	 un	 portainjerto	 cultivado	 a	 partir	 de	 semillas.	 Las	 especies	 o	 híbridos	

utilizados	como	pie	son	poliembriónicas	y	al	sembrar	sus	semillas	generalmente	

germina	uno	de	los	embriones	nucelares	en	lugar	del	embrión	cigótico,	lo	que	da	

lugar	a	la	homogeneidad	genética	de	los	patrones	en	una	plantación.	Por	otro	lado,	

la	 propagación	 vegetativa	 de	 la	 variedad	 injertada	 sobre	 el	 pie	 garantiza	 la	

uniformidad	genética	de	las	copas.	Este	proceso	permite	elegir	el	pie	más	adecuado	

para	 las	 condiciones	 locales	 de	 cultivo	 y	 la	 variedad	 que	 se	 desea	 producir,	

asegurando	la	homogeneidad	de	la	producción.	Sin	embargo,	la	reducida	variedad	

genética	del	cultivo	hace	que	las	plantaciones	sean	más	vulnerables	al	ataque	por	

patógenos	(Ruiz-Ruiz,	2009).	

A	lo	largo	de	la	historia,	la	utilización	de	distintos	pies	ha	estado	condicionada	

en	 buena	 medida	 por	 la	 aparición	 y	 dispersión	 de	 distintos	 patógenos.	 Las	

epidemias	ocurridas	en	el	siglo	XIX	por	oomicetes	del	género	Phytophthora	dieron	

lugar	a	la	utilización	casi	exclusiva	del	naranjo	amargo	(Citrus	aurantium	L.)	como	

patrón,	dada	su	resistencia	a	la	enfermedad	producida	por	este	patógeno	y	a	sus	

buenas	cualidades	agronómicas.	Sin	embargo,	con	la	aparición	de	la	enfermedad	

conocida	como	Tristeza,	causada	por	el	Virus	de	la	Tristeza	de	los	Cítricos	(Citrus	
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Tristeza	Virus,	CTV),	ocurrió	la	destrucción	masiva	de	estas	plantaciones.	Es	así	

que	en	la	actualidad	la	especie	Poncirus	trifoliata	y	los	híbridos	citrange	Carrizo	y	

Troyer,	 son	 los	 portainjertos	 más	 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	Uruguay,	la	citricultura	es	un	rubro	con	un	fuerte	impacto	socio-económico	

y	constituye	un	sector	exportador	en	expansión;	el	de	mayor	importancia	dentro	

del	rubro	hortifrutícola.	En	el	año	2020,	la	producción	de	cítricos	alcanzó	un	total	

de	 218.671	 toneladas,	 con	 ingresos	 del	 orden	 de	 los	 72	millones	 de	 dólares.	 La	

distribución	 de	 la	 producción	 por	 especie	 cítrica	 correspondió	 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	más	de	400	ha	cada	una,	responsables	del	

62%	 de	 la	 producción	 nacional,	 mientras	 que	 el	 64%	 de	 los	 establecimientos	

constan	 de	menos	 de	 10	 hectáreas	 de	 citrus	 y	 explican	 solamente	 el	 4%	 de	 lo	

producido	(Anuario	OPYPA	2020).	La	importancia	socio-económica	del	rubro	en	

nuestro	 país	 es	 destacada	 dado	 que	 la	 zafra	 citrícola	 involucra	 más	 de	 20.000	

puestos	de	trabajo.	

La	 citricultura	 del	 Uruguay	 abarca	 14.587	 ha,	 con	 6.209.287	 plantas	 en	

producción	distribuídas	en	el	87%	de	la	superficie	total.	Se	distinguen	claramente	

dos	regiones	donde	se	concentra	la	producción	de	citrus.	La	zona	norte	o	litoral	

Norte	involucra	plantaciones	en	los	departamentos	de	Salto,	Paysandú	y	Artigas,	y	

es	la	región	citrícola	por	excelencia,	concentrando	el	91%	de	la	producción	citrícola	

nacional.	Por	otro	lado,	la	zona	sur	comprende	los	departamentos	de	Colonia,	San	

José,	Montevideo	y	Canelones,	abarcando	el	9%	restante	de	la	producción	nacional,	

principalmente	limón	(Anuario	OPYPA	2020).		

En	los	últimos	años,	dado	los	cambios	en	la	demanda	internacional,	existe	un	

importante	 recambio	en	el	número	de	plantas	por	 especie.	 Se	 redujo	un	 15%	el	

número	de	plantas	de	naranjas	y	pomelos,	hubo	un	leve	incremento	en	las	plantas	

de	mandarinas	(4%)	y	un	fuerte	incremento	en	el	número	de	plantas	de	limón,	que	
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aumentó	un	77%	en	el	último	quinquenio.	A	partir	del	 año	2019	 la	 especie	 con	

mayor	número	de	plantas	 es	 la	mandarina,	debido	 tanto	 a	plantaciones	nuevas	

como	a	cambios	de	copa	de	árboles	de	naranja.	

1.2.	Patógenos	de	cítricos	

Las	distintas	especies	de	cítricos	 son	susceptibles	a	numerosas	enfermedades	

causadas	 por	 diversos	 microorganismos	 cuya	 consecuencia	 directa	 es	 la	

disminución	en	la	producción,	 lo	que	provoca	enormes	pérdidas	económicas	en	

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

Las	enfermedades	de	mayor	importancia	son	aquellas	cuya	vía	de	transmisión	

es	el	 injerto,	siendo	 los	agentes	responsables	parásitos	 intracelulares	tales	como	

bacterias,	 virus	 y	 viroides	 que	 se	 propagan	 junto	 con	 el	 material	 vegetal.	 Sin	

embargo,	 existen	 enfermedades	 que	 presentan	 vías	 de	 propagación	 adicionales,	

como	 la	 transmisión	mecánica	por	herramientas	de	corte	o	a	 través	de	 insectos	

vectores	del	patógeno,	mecanismos	de	gran	impacto	en	la	dispersión	de	los	agentes	

infecciosos	que	dificulta	enormemente	su	control.	

En	 tanto	 que	 las	 enfermedades	 transmisibles	 por	 injerto	 se	 logran	 controlar	

fácilmente	mediante	saneamiento	y	certificación	del	material	vegetal	a	propagar,	

las	enfermedades	propagadas	mediante	insectos	vectores	requieren	un	abanico	de	

medidas	de	control	que	dependen	de	la	incidencia	del	patógeno	y	las	variedades	

cítricas	afectadas	en	cada	zona	específica	(Navarro,	1993).	Este	abanico	incluye	por	

un	 lado	 medidas	 preventivas,	 como	 el	 control	 sanitario	 del	 material	 vegetal	

propagativo	mediante	programas	de	saneamiento,	cuarentena	y	certificación,	y	la	

erradicación	 de	 plantas	 infectadas	 o	 el	 control	 biológico	 de	 los	 vectores.	 En	

Uruguay,	 el	 Programa	 Nacional	 de	 Saneamiento	 y	 Certificación	 de	 Cítricos	

(PNSCC),	comenzó	en	el	año	1990	y	continuó	ininterrumpidamente	hasta	el	año	

2004,	donde	tuvo	un	receso	y	fue	retomado	nuevamente	en	el	año	2010	(Maeso	&	

Bertalmío,	 2002).	 Sin	 embargo,	 no	 fue	 hasta	 el	 2014	 que	 se	 estableció	 la	

obligatoriedad	del	uso	de	material	certificado	por	el	PNSCC,	que	brinda	plantines	

libres	de	los	patógenos	CTV,	CPsV,	CEVd	y	HSVd	a	los	productores.		
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Por	otro	lado,	para	algunos	patógenos	(caso	del	CTV),	se	pueden	implementar	

otras	tecnologías	de	control,	como	la	protección	cruzada	(PC),	necesarias	cuando	

la	diseminación	del	patógeno	es	muy	amplia	o	los	portainjertos	utilizados	en	los	

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

un	fenómeno	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	patógeno	(Gal-On	&	Shiboleth,	2005;	Yoon	et	al.,	2006).	

	

	

	

A	 continuación	 se	 realizará	 una	 breve	 descripción	 más	 detallada	 de	 los	

patógenos	involucrados	en	la	presente	tesis.	

	

	

	

Hop	Stunt	Viroid	
(HSVd)

Citrus	Exocortis	
Viroid 	(CEVd)

Citrus	Dwarfing	
Viroid 	(CDVd)

Citrus	Bent	Leaf	
Viroid 	(CBLVd)

Citrus	Barck	
Cracking	Viroid	

(CBCVd)

Satsuma	Dwarf	
Virus 	(SDV)

Citrus	Psorosis	
Virus 	(CPsV)

Citrus	Tristeza	
Virus 	(CTV)

Familia Secoviridae Aspiviridae Closteroviridae

Género Hostuviroid Pospiviroid Apscaviroid Apscaviroid Cocadviroid Sadwavirus Ophiovirus Closterovirus

ssRNA+;	bipartito ssRNA-;	tripartito ssRNA+

295	-	302	nts 371	-	375	nts 294	-	297	nts 318	y	327	nts

284	nts	/	

recombinante	

HSVd:CEVd

RNA1	7.0	kb	/	

RNA2	5.4	kb

RNA1	8.2	kb	/	

RNA2	1.6	kb	/	

RNA3	1.5	kb

19.3kb

Enfermedad
Cachexia	o	

Xiloporosis
Exocortis Enanismo Hoja	curvada Corteza	agrietada Enanismo Psorosis

Tristeza	/	Stem	

Pitting	/	Seedling	

Yellows

Síntomas

goma	y	

amarronamiento	

de	tejidos	en	la	

unión	injerto-pie.	

Clorosis,	retraso	

del	crecimiento.

escamas	y	grietas	

verticales	en	la	

corteza,	enanismo	

enanismo	

generalizado	y	

disminución	en	la	

producción	de	

fruta	

reducción	leve	del	

crecimiento	y	del	

volumen	de	la	

copa,	picaduras	

en	la	corteza

agrietamiento	

severo	de	la	

corteza,	picaduras	

gomosas	en	

trifolios	y	sus	

híbridos	

enanismo,	hojas	

en	forma	cuchara,	

calidad	y	cantidad	

de	fruta	

disminuída.

descamación	del	

tronco	y	ramas	

principales.	

Tinción	de	la	

madera	en	las	

áreas	lesionadas

necrosis	de	

células	del	floema	

debajo	de	la	

unión	injerto-pie;	

acanaladuras	en	la	

madera;	clorosis;	

enanismo.

Distribución Amplia. Amplia

Amplia.	

Estructuración	

geográfica.

Baja Baja Baja Amplia Amplia

Transmisión

Insecto	Vector.	

Vegetativa.	

Herramientas	de	

corte.

VIROIDES VIRUS

Pospiviroidae

Genoma	

ssRNA	circular	covalentemente	cerrado

Vegetativa.	Herramientas	de	corte. Vegetativa.	Herramientas	de	corte.

Tabla	1.	Resumen	de	las	características	generales	de	los	patógenos	a	considerar	en	esta	tesis.	 
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1.2.1.	Viroides	

Los	viroides	fueron	descritos	por	Theodor	O.	Diener	hace	más	de	50	años	y	son	

los	 ácidos	 nucleicos	 infecciosos	 y	 autónomos	 más	 simples	 conocidos	 hasta	 el	

momento,	con	un	genoma	aproximadamente	10	veces	más	pequeño	que	el	del	virus	

RNA	más	 pequeño,	 y	 se	 encuentran	 restringidos	 al	 reino	 vegetal	 (Diener,	 1971;	

2003).	 Mientras	 que	 los	 virus	 aportan	 la	 mayoría	 de	 la	 información	 genética	

requerida	para	su	replicación,	los	viroides	se	consideran	“parásitos	obligados	de	la	

maquinaria	 transcripcional	 de	 la	 célula	 hospedera”,	 y	 aunque	 los	 síntomas	 que	

inducen	en	las	plantas	son	similares	a	los	que	producen	sus	virus	acompañantes,	

los	 viroides	 tienen	 características	 estructurales,	 funcionales	 y	 evolutivas	 únicas	

(Flores	et	al.,	2005;	Owens,	2008).	Se	componen	de	un	RNA	simple	hebra,	circular	

covalentemente	 cerrado,	 no	 codificante,	 con	 una	 elevada	 estructuración	

secundaria,	y	con	replicación	autónoma	(Flores	et	al.,	2005).	No	presentan	cápside	

proteica,	su	tamaño	varía	entre	250	y	400	nt,	y	dependen	de	la	secuencia	de	RNA	o	

de	motivos	estructurales	para	interaccionar	con	proteínas	del	hospedero	mediando	

así	la	invasión,	replicación,	dispersión	y	evasión	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	 biológicas	 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	 cítricos,	 presentan	

morfología	 de	 varilla	 con	 cinco	 dominios	 estructurales	 (terminal	 izquierdo,	

patogénico,	central,	variable	y	terminal	derecho)	y	una	región	central	conservada	

(CCR)	 con	 un	 dominio	 central	 (Fig.	 1a);	 carecen	 de	 actividad	 ribozima	 y	 la	

replicación	 ocurre	 en	 el	 núcleo	 mediante	 el	 mecanismo	 de	 círculo	 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	 círculo	 rodante	

simétrico	(Fig.	1b)	(Flores	et	al.,	2005).		
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El	 diagnóstico	 de	 los	 viroides	 de	 cítricos	 se	 realiza	mediante	 caracterización	

biológica,	utilizando	como	planta	indicadora	el	cidro	Etrog	(Citrus	medica	L.),	pero	

a	pesar	de	ser	un	método	confiable	y	sensible,	requiere	la	incubación	de	la	planta	

por	 varios	meses	 a	 28-30°C	 (Bernad	 &	Durán-Vila,	 2006).	 Actualmente,	 se	 han	

desarrollado	 diversos	 métodos	 de	 análisis	 molecular	 para	 la	 detección	 y	

clasificación	de	estos	agentes,	y	como	son	de	pequeño	tamaño,	el	genoma	completo	

puede	 ser	 amplificado	 en	 una	 única	 reacción	 de	 RT-PCR	 (Yang	 et	 al.,	 1992;	

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

Los	 cítricos	 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	leaf	viroid	(CBLVd),	Citrus	bark	cracking	viroid	(CBCVd),	

Citrus	 viroid	V	 (CVd-V),	Citrus	 viroid	VI	 (CVd-VI)	 y	Citrus	 viroid	VII	 (CVd-VII)	

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	generación	de	estructuras	secundarias	altamente	
complejas.		Tomado	de	Diener,	2003. 
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(Vernière	et	al.,	2004;	Serra	et	al.,	2008;	Chambers	et	al.,	2018);	en	la	presente	tesis	

se	trabajó	con	los	cinco	primeros.		

Estos	 agentes	 se	 transmiten	 mediante	 injerto	 o	 herramientas	 de	 corte	

infectadas.	 En	 nuestra	 región,	 principalmente	 en	 los	 países	 que	 limitan	 con	

Uruguay,	 el	 reporte	 de	 viroides	 cítricos	 mantiene	 la	 misma	 tendencia	 de	

distribución	(Pagliano	et	al.,	2000).	En	el	estado	de	San	Pablo,	Brasil,	se	detectó	la	

presencia	de	tres	de	estos	viroides	(CEVd,	HSVd	y	CDVd)	en	bloques	de	plantas	

madre	 de	 categoría	 fundación,	 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	cítricos	(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	detectándose	el	

CBCVd.	 Los	 aislados	 se	 obtuvieron	 mediante	 un	 relevamiento	 de	 plantaciones	

nacionales	de	las	zonas	de	Paysandú,	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	diagnóstico	de	estos	viroides	en	el	país.		

1.2.1.1.	Viroide	del	enanismo	del	lúpulo	(Hop	stunt	viroid,	HSVd)	

	HSVd,	 previamente	 llamado	 CVd-II,	 es	 el	 único	 miembro	 del	 género	

Hostuviroid	 (Semancik	 &	Weathers,	 1972;	 Zhou	 et	 al.,	 2020).	 Se	 han	 reportado	

variantes	genéticas	con	motivos	específicos	de	secuencia,	que	varían	entre	295-302	

nt,	 responsables	de	diferencias	en	 la	patogenicidad	(Reanwarakorn	&	Semancik,	

1998).	 Las	 variantes	 CVd-IIb	 y	 CVd-IIc	 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	lúpulo	y	se	caracteriza	por	presencia	de	goma	y	amarronamiento	

de	 tejidos	 como	el	 floema,	picaduras	 y	 cancros	 en	 la	madera,	 principalmente	 en	 la	

unión	injerto-pie	(Roistacher	et	al.,	1973).	Los	árboles	afectados	presentan	clorosis	y	

retraso	en	el	crecimiento,	y	 la	planta	puede	llegar	a	morir	(Durán-Vila	&	Semancik,	

2003).	HSVd	se	ha	reportado	en	la	mayoría	de	las	zonas	citrícolas	del	mundo	(EPPO	

2022	https://gd.eppo.int/taxon/HSVD00/distribution).	
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1.2.1.2.	 Viroide	 de	 la	 exocortis	 de	 los	 cítricos	 (Citrus	 exocortis	 viroid,	

CEVd)	

Se	ha	demostrado	que	CEVd	es	el	agente	etiológico	causante	de	la	exocortis	de	

los	 cítricos,	 mediante	 la	 verificación	 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	síntomas	(Semancik	et	al.,	1972;	

1988;	Flores	et	al.,	2005).	La	Exocortis	se	manifiesta	como	la	aparición	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	pecíolos	y	vena	central,	pudiendo	llegar	

a	causar	la	muerte	del	árbol	(Durán-Vila	&	Semancik,	2003;	Flores	et	al.,	2005).		CEVd	

presenta	 una	 elevada	 distribución	 mundial	 (EPPO	 2022	

https://gd.eppo.int/taxon/CEVD00/distribution).	

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

El	 viroide	del	 enanismo	de	 los	 cítricos,	previamente	 llamado	Citrus	viroid	 III	

(CVd-III),	pertenece	al	género	Apscaviroid	y	presenta	un	genoma	con	un	tamaño	

que	varía	entre	294-297	nt,	reportándose	2	variantes	genéticas	(CVd-IIIa	y	CVd-

IIIb)	 (Zhou	et	al.,	 2020).	El	nombre	hace	 referencia	 a	 la	patología	que	provoca,	

causando	 enanismo	 generalizado	 y	 disminución	 en	 la	 producción	 de	 fruta	 en	

plantas	injertadas	sobre	P.	trifoliata,	citrange	o	citrumelo	(Vernière	et	al.,	2004).	

En	cidro	Etrog,	CDVd	induce	epinastia	generalizada	en	las	hojas	y	caída	de	las	hojas	

causada	por	el	doblez	de	los	pecíolos	y	necrosis	de	la	vena	central	(Durán-Vila	&	

Semancik,	2003).	Se	han	reportado	variantes	de	CDVd	en	la	mayoría	de	las	regiones	

citrícolas	 del	 mundo	 que	 mantienen	 la	 variabilidad	 genética	 estructurada	

geográficamente	(Zhou	et	al.,	2020).		

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

CBLVd)	

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

viroid	I	(CVd-I),	debe	su	nombre	a	la	sintomatología	que	produce	en	el	indicador	
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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	tamaño	de	327	nts,	

318	nts	y	327	nts,	respectivamente	(Ito	et	al.,	2002).	En	naranjos	trifoliados,	CBLVd	

está	 asociado	 con	 reducción	 leve	del	 crecimiento	 y	del	 volumen	de	 la	 copa,	 así	

como	 picaduras	 en	 la	 corteza	 (Vernière	 et	 al.,	 2006).	 La	 baja	 distribución	 y	

ocurrencia	de	CBLVd	se	mantiene	constante	y	refuerza	la	disminuída	aparición	de	

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

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

viroid,	CBCVd)	

CBCVd,	previamente	conocido	como	Citrus	viroid	IV	(CVd-IV),	pertenece	al	género	

Cocadviroid	 y	 fue	 renombrado	 debido	 a	 los	 síntomas	 que	 causa	 en	 las	 especies	

relacionadas	 al	 género	 Poncirus.	 CBCVd,	 el	 más	 pequeño	 de	 los	 viroides	 cítricos,	

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	 cítricos	 y	 sus	 especies	 emparentadas,	 lúpulos,	 y	 plantas	 herbáceas	 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	 híbridos	 (Vernière	 et	 al.,	2006),	 pudiéndose	 confundir	

incluso	con	los	síntomas	provocados	por	el	CEVd.	A	pesar	de	afectar	el	tamaño	de	

árboles	 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	tamaño	de	los	árboles	en	plantaciones	de	alta	densidad	(Vidalakis	et	

al.,	2011).	CBCVd	es	considerado	como	un	patógeno	de	baja	distribución	mundial	

(EPPO,	2022	https://gd.eppo.int/taxon/CBCVD0/distribution)	
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1.2.2.	Virus	del	enanismo	de	Satsuma	(Satsuma	dwarf	virus,	SDV)	

SDV	es	la	especie	tipo	del	género	Sadwavirus	dentro	de	la	familia	Secoviridae,	

única	familia	perteneciente	al	orden	de	los	Picornavirales	(Sanfaçon	et	al.,	2009).	

SDV	fue	detectado	inicialmente	en	los	años	30,	pero	no	fue	hasta	1952	en	Japón	que	

se	 confirmó	 como	 agente	 etiológico	 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	 partículas	 icosaédricas	 de	 25-30	 nm	de	

diámetro,	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).		

	

	

Cada	RNA	presenta	una	proteína	VPg	en	su	extremo	5’,	una	región	poli-A	en	su	

extremo	3’	y	producen	largas	poliproteínas	que	luego	son	clivadas	por	proteasas	

virales	(Fig.	3)	(Sanfaçon	et	al.,	2009).	

	

	

	

	

Figura	2.	Micrografìa	electrónica	de	partículas	de	SDV	(Izquierda,	tomado	de	Iwanami,	
2010).	Esquema	de	la	estructura	icosaédrica	de	los	viriones	de	SDV	(derecha,	tomado	de	
ViralZone). 
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La	 enfermedad	 se	 propaga	 lentamente	 en	 las	 quintas	 en	 forma	 de	 círculos	

concéntricos	 (Zhou	 et	 al.,	 2020).	 La	 principal	 vía	 de	 transmisión	del	 virus	 es	 la	

propagación	vegetativa	 (Iwanami,	2010).	También	se	ha	observado	 la	dispersión	

natural	del	virus	a	través	del	suelo,	sugiriendo	como	candidatos	de	vector	biológico	

hongos	del	género	Olpidium	o	algún	nemátodo	(Zhou	et	al.,	2020).	Actualmente,	

SDV	se	encuentra	presente	en	varias	regiones	de	Japón,	China,	Corea	del	Norte,	

Corea	 del	 Sur,	 Irán	 y	 Turquía	 (EPPO,	 2022;	

https://gd.eppo.int/taxon/SDV000/distribution).		

SDV	infecta	cítricos	y	otros	miembros	de	la	familia	Rutaceae,	incluída	la	especie	

Poncirus	trifoliata,	siendo	las	mandarinas	las	variedades	más	sensibles	(Iwanami,	

2010).	 A	 pesar	 que	 la	 enfermedad	 progresa	 lentamente,	 los	 árboles	 afectados	

presentan	enanismo,	hojas	con	forma	de	bote	o	cuchara	y	con	entrenudos	cortos,	

y	 la	calidad	y	cantidad	de	fruta	se	ve	drásticamente	disminuída	(Iwanami	et	al.,	

2000;	Iwanami,	2010).		

El	uso	de	material	vegetal	libre	de	virus	es	el	mecanismo	de	control	primario	de	

este	 patógeno.	 Métodos	 de	 diagnóstico	 mediante	 caracterización	 biológica	

(Sesamum	 indicum	 L),	 serológico	 (DAS-ELISA)	 y	 molecular	 (RT-PCR),	 pueden	

utilizarse	para	la	certificación	de	plantas	madre	libres	de	este	patógeno;	mientras	

que	 para	 la	 detección	 en	 campo	 se	 utiliza	 un	 test	 rápido	 basado	 en	

inmunocromatografía	 y	 la	 RT-PCR,	 que	 permite	 el	 análisis	masivo	 de	muestras	

(Iwanami,	2010).		

Figura	 3.	Esquema	 de	 la	 estructura	 del	 genoma	 bipartito	 de	 SDV.	 Se	 destacan	 las	
proteínas	VPg	en	los	extremos	5’,	las	colas	poli-A	en	los	extremos	3’	y	los	ORFs	con	las	
respectivas	proteínas	codificadas	en	recuadros	(Tomado	de	ViralZone). 
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1.2.3.	Virus	de	la	Psorosis	de	los	Cítricos	(Citrus	psorosis	ophiovirus,	CPsV)	

La	Psorosis	es	una	enfermedad	ampliamente	distribuida	que	causa	daños	severos	

en	regiones	citrícolas	de	América	del	Norte,	América	del	Sur	y	la	Cuenca	Mediterránea	

(Roistacher,	1993;	EPPO	2022	https://gd.eppo.int/taxon/CPSV00/distribution).	Es	una	

de	 las	 enfermedades	 virales	más	 antiguas	 reportadas	 en	 los	 cítricos.	 Fue	 descrita	 y	

nombrada	en	1896,	en	Florida	(USA)	por	Swingle	y	Webber,	aunque	no	fue	hasta	1933	

que	 Fawcett	 reconoce	 su	 etiología	 viral	 (Fawcett,	 1933).	 En	 la	 década	 del	 80	 causó	

severos	 problemas	 en	 Argentina	 y	 Uruguay,	 produciendo	 pérdidas	 anuales	 de	

alrededor	del	5%	de	los	árboles,	y	continúa	siendo	un	problema	en	la	actualidad	en	

plantaciones	 antiguas	 (Danos,	 1990;	 Zanek	 et	 al.,	 2006,	 Belabess	 et	 al.,	 2020;	

Hernández-Rodríguez	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	 (García	 et	 al.,	 2017;	 ICTV	 2020,	

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

de	diámetro	y	entre	700	y	2000	nm	de	largo,	cuyo	genoma	está	compuesto	por	tres	

moléculas	 de	 RNA	 simple	 hebra	 de	 polaridad	 negativa	 cubierto	 por	 la	 proteína	 de	

cápside	(Figura	4)	(García	et	al.,	1991;	2017;	Navas-Castillo,	1995).			

	

El	RNA	viral	 1	 tiene	un	 tamaño	de	8184	nt	 y	 su	hebra	 complementaria	 (vcRNA)	

contiene	 dos	 ORFs	 que	 codifican	 para	 una	 proteína	 de	 24	 kDa,	 involucrada	 en	 el	

procesamiento	de	microRNAs	y	la	supresión	del	silenciamiento	por	interferencia	de	

 

Figura	 4.	Esquema	 de	 la	 estructura	 de	 helicoidal	 del	 virión	 de	 CPsV	 (izquierda,	 tomado	 de	
ViralZone).	Micrografìa	 electrónica	 de	contraste	negativo	de	 la	 forma	abierta	de	partículas	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).	 
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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	proteína	

de	movimiento	de	54	kDa	involucrada	en	la	expresión	de	síntomas	y	la	supresión	del	

silenciamiento	por	interferencia	de	RNA	(Belabess	et	al.,	2020).	Por	último,	la	molécula	

de	RNA	viral	3	con	una	longitud	de	1454	nt,	codifica	para	la	proteína	de	cápside	(CP)	

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

	

	

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;	Beñatena	&	Portillo,	1984;	Martín	et	al.,	2004).	

Psorosis	 puede	 afectar	 varias	partes	del	 árbol,	 incluyendo	 el	 tronco,	 ramas,	hojas	 y	

frutos.	 Los	 síntomas	 característicos	 de	 la	 enfermedad	 en	 el	 campo	 incluyen	 la	

descamación	 del	 tronco	 y	 ramas	 principales	 con	 tinción	 de	 la	madera	 en	 las	 áreas	

lesionadas	(Roistacher,	1993;	Moreno	et	al.,	2015).	La	descamación	del	tronco	aparece	

usualmente	en	árboles	de	entre	12	a	15	años	de	edad,	aunque	se	han	observado	árboles	

infectados	de	20	años	o	más	sin	descamación	de	la	corteza	(Velázquez	et	al.,	2012).	Este	

desfasaje	 en	 la	 expresión	de	 síntomas	 favorece	 la	 propagación	 accidental	 de	brotes	

infectados,	que	aparentan	estar	libres	de	Psorosis,	por	los	productores.	Aunque	esta	

enfermedad	 rara	 vez	mata	 a	 la	 planta,	 los	 árboles	 afectados	muestran	 follaje	 fino,	

muerte	de	ramas	jóvenes,	retraso	en	el	crecimiento,	bajo	rendimiento	y	producción	de	

Figura	 5.	 Representación	 gráfica	 de	 la	 organización	 del	 genoma	 tripartito	 de	 CPsV.	 Se	
muestran	 los	 tres	 segmentos	 genómicos	con	 sus	 respectivas	 hebras	 complementarias	y	 el	
tamaño	del	producto	proteico	que	cada	una	codifica. 
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fruta	pequeña,	lo	que	afecta	directamente	su	capacidad	productiva	(Velázquez	et	al.,	

2012).	

	

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

La	enfermedad	de	los	cítricos	conocida	comúnmente	como	"tristeza"	es	una	de	las	

enfermedades	transmisibles	por	injerto	y	vectores	más	importante	a	nivel	mundial.	Al	

momento	 se	 encuentra	 catalogada,	 y	 desde	 su	 aparición	 hace	 dos	 siglos,	 como	 la	

enfermedad	viral	más	destructiva	y	más	estudiada	en	cítricos	(Roistacher	et	al.,	2010).	

Esta	enfermedad	ha	causado	la	muerte	de	más	de	100	millones	de	árboles	injertados	

sobre	naranjo	amargo;	y	un	importante	debilitamiento	y	baja	productividad	de	varios	

millones	más	en	el	mundo	entero	(Roistacher	&	Moreno,	1991;	Moreno	et	al.,	2008).	La	

capacidad	de	destrucción	de	CTV	es	tan	grande,	que	entre	1940-50,	logró	matar	más	

de	20	millones	de	árboles	en	el	Sur	de	nuestro	continente,	es	decir,	en	Brasil,	Argentina	

y	Uruguay	(Rocha-Peña	et	al.	1995).		

En	 la	 actualidad,	 CTV	 se	 encuentra	 distribuido	 en	 todas	 las	 zonas	 citrícolas	 del	

mundo.	 Es	 endémico	 en	 Asia,	 África,	 Australia,	 América	 del	 Sur	 y	 gran	 parte	 de	

Centroamérica	 (https://gd.eppo.int/taxon/CTV000/distribution).	 La	 dispersión	 de	

CTV	 a	 nuevas	 regiones	 ocurre	 principalmente	 por	 movimiento	 de	 plantas	 o	 por	

propagación	 de	 yemas	 infectadas.	 A	 nivel	 local,	 puede	 ser	 dispersado	 por	 varias	

especies	de	áfidos,	siendo	Toxoptera	citricida	(Kirkaldy)	la	especie	más	eficiente	(Bar-

Joseph	et	al.,	1989;	Durán-Vila	&	Moreno,	2000;	Timmer	et	al.,	2000;	Brlansky	et	al.,	

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

CTV	 es	 el	 virus	 de	 plantas	más	 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	 cápside	 de	 estructura	 helicoidal	 de	 morfología	

filamentosa	(2000	x	11	nm),	formada	por	dos	proteínas	de	cápside,	una	de	25	kDa	(p25,	

CP)	que	cubre	aproximadamente	el	95%	de	 la	 longitud	del	virión,	y	otra	de	27	kDa	

(p27,	 CPm)	 que	 cubre	 el	 5%	 restante	 (Figura	 6)	 (Ayllón	 et	 al.,	 2001).	 No	 presenta	

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

	

	

	

	

	

Figura	 6.	Micrografías	 electrónicas	 de	
viriones	purificados	de	CTV.	A.	Tinción	
negativa	con	acetato	de	uranilo	al	1%.	B.	
Ausencia	 de	 reacción	 de	 anticuerpos	
anti-CP	en	el	extremo	5’	de	la	partícula	
viral.	Tomado	de	Ruiz-Ruiz,	2009. 

Figura	7.	Representación	gráfica	de	la	organización	del	genoma	de	CTV.	Se	muestran	los	ORF	con	
sus	respectivos	productos	proteicos,	así	como	los	dominios	homólogos	de	metiltransferasa	(MT),	
proteasa	(PRO)	y	helicasa	(HEL).	Se	indican	también	los	extremos	5’	y	3’	no	traducidos.	Tomado	
de	Ruiz-Ruiz,	2009. 
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El	tipo	e	intensidad	de	los	daños	provocados	por	la	tristeza	en	el	campo	depende	de	

las	especies	 infectadas,	del	portainjerto	sobre	el	que	están	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	

asintomáticos,	se	ha	descrito	la	existencia	de	sintomatología	con	distintos	grados	de	

severidad.	 La	 mayoría	 de	 los	 aislados	 pueden	 causar	 uno	 o	 más	 de	 los	 siguientes	

síndromes:	i)	necrosis	de	células	del	floema	debajo	de	la	unión	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	cítricos	(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	unión	injerto-pie,	impidiendo	el	pasaje	de	metabolitos	de	la	copa	

hacia	 las	 raíces	 de	 la	 planta,	 lo	 que	 resulta	 en	 la	muerte	 del	 sistema	 radicular	

(Schneider,	 1959).	 La	 expresión	 más	 dramática	 de	 la	 enfermedad	 es	 el	

declinamiento	 rápido,	 por	 el	 cual	 árboles	 de	 apariencia	 normal	 comienzan	 a	

mostrar	 síntomas	 de	 marchitamiento	 y	 colapsan	 completamente	 en	 pocas	

semanas.	 Los	 árboles	 afectados	 muestran	 un	 follaje	 amarillento	 con	 hojas	

cloróticas,	caída	de	hojas,	muerte	regresiva	de	ramas	y	frutas	pequeñas	de	colores	

pálidos	con	valor	comercial	nulo.		

El	 síndrome	 llamado	 “Acanaladuras	 en	 la	madera”	o	Stem	Pitting	 (SP)	 afecta	

cultivares	sensibles	independientemente	de	la	combinación	variedad-portainjerto.	

La	enfermedad	se	inicia	por	la	interrupción	de	la	actividad	meristemática	en	áreas	

limitadas	 del	 cambium,	 lo	 que	 resulta	 en	 un	 crecimiento	 radial	 irregular	 con	

depresiones	 locales	 (Schneider;	 1959).	 La	 formación	de	 canales	puede	 limitar	 el	

crecimiento	radial	del	tallo	y	produce	atrofia,	follaje	delgado	con	hojas	cloróticas	

pequeñas,	poca	producción	de	frutos,	muy	pequeños	y	casi	sin	jugo,	imposibles	de	

comercializar.	A	diferencia	de	tristeza,	el	SP	por	lo	general	no	causa	la	muerte	del	
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árbol,	 sino	 que	 lo	 convierte	 en	 un	 árbol	 con	 permanentes	 limitaciones	 de	

producción	provocando	grandes	pérdidas	económicas	(Moreno	et	al.,	2008).	

Por	 último,	 el	 “Amarillamiento	 de	 plantas”	 o	 Seedling	 Yellows	 (SY)	 es	 un	

síndrome	que	se	observa	en	invernáculo	y	se	caracteriza	por	generar	trastornos	de	

crecimiento.	Se	observan	hojas	amarillas,	un	sistema	radicular	reducido	y,	a	veces,	

el	cese	del	crecimiento	de	árboles	de	naranjo	amargo,	pomelo	o	limón	(Fraser,	1952;	

McClean,	1963).		

En	cuanto	al	genoma	de	CTV,	la	organización	genómica	es	similar	a	la	de	los	

Coronavirus.	Ambos	grupos	de	virus	codifican	una	gran	poliproteína	a	partir	de	la	

mitad	5’	del	genoma,	traducida	directamente	del	RNA	genómico,	con	la	porción	C	

terminal	 expresada	 mediante	 un	 mecanismo	 de	 frameshifting	 +1,	 que	 luego	 es	

procesada	proteolíticamente.	Por	otro	lado,	 los	genes	de	la	mitad	3’	del	genoma	

son	 expresados	 mediante	 la	 formación	 de	 RNAs	 subgenómicos	 (sgRNAs)	 que	

varían	entre	0,9-8	kb	(Karasev	et	al.,	1995).	Las	infecciones	por	CTV	se	caracterizan	

por	la	presencia	de	grandes	cantidades	de	dsRNAs.	Además	del	RNA	genómico,	las	

células	 infectadas	 contienen	moléculas	de	 la	 forma	 replicativa	del	 virus	 (hebras	

positivas	 y	negativas	del	 largo	del	 genoma),	 un	 gran	número	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	así	que	CTV	puede	producir	

alrededor	de	30	especies	de	RNAs	en	células	infectadas	(Gowda	et	al.,	2001).	
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Las	poblaciones	de	CTV,	que	comprenden	todas	las	cepas,	genotipos	y	variantes	

de	 secuencia	 presentes	 en	 un	 único	 individuo,	 presentan	 dos	 niveles	 de	

complejidad.	 El	 primero	 está	 formado	 por	 los	 genotipos	 o	 cepas	 existentes.	 Al	

momento	se	han	descrito	al	menos	ocho	genotipos	mediante	análisis	filogenético	

de	genomas	completos	(Figura	9)	(Harper,	2013;	Yokomi	et	al.,	2018).	Debido	a	la	

exposición	constante	al	vector	en	el	campo,	las	mezclas	de	genotipos	son	una	parte	

importante	en	la	expresión	de	síntomas,	ya	que	la	presencia	de	más	de	un	genotipo	

o	cepa	puede	modificar	la	severidad	de	los	síntomas	o	retrasar	la	aparición	de	los	

mismos.	Además,	la	coexistencia	de	diferentes	genotipos	en	un	mismo	individuo	

es	fundamental	para	que	ocurra	uno	de	los	mecanismos	más	importantes	para	la	

evolución	de	CTV,	la	recombinación	(Weng	et	al.,	2007).	

El	 segundo	nivel	de	complejidad	está	 formado	por	 las	variantes	de	secuencia	

minoritarias	en	torno	a	una	secuencia	maestra,	que	fueron	formadas	por	eventos	

de	mutación	durante	la	replicación,	llamadas	cuasiespecies	(Albiachi-Marti	et	al.,	

2000).	 La	 transmisión	 por	 áfidos	 juega	 un	 papel	 crucial	 en	 la	 evolución	 de	 las	

cuasiespecies,	 ya	 que	 fuerza	 a	 las	 poblaciones	 a	 pasar	 por	 cuellos	 de	 botella,	

transmitiendo	 efectivamente	 una	 pequeña	 proporción	 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	transmisión	por	áfidos	ha	sido	crucial	para	

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. 
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Figura	 9.	 Árbol	
filogenético	 de	 Máxima	
Parsimonia	 realizado	 con	
60	genomas	completos	de	
CTV	donde	se	observan	los	
ocho	 genotipos	 descritos	
hasta	 el	 momento.	 Los	
apoyos	 de	 los	 nodos	
fueron	realizados	con	1000	
réplicas	 de	 bootstrap.	
Tomado	de	Yokomi	et	al.,	
2018. 

la	separación	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	investigación	

Se	estima	que	las	pérdidas	económicas	en	el	sector	citrícola	nacional	causadas	

por	los	patógenos	analizados	en	la	presente	tesis	son	muy	importantes.	A	su	vez,	

no	existen	datos	respecto	a	la	distribución	e	incidencia	de	dichas	enfermedades	en	

el	país,	lo	cual	consideramos	de	gran	importancia	para	establecer	planes	de	manejo	

adecuados	en	 las	distintas	zonas	citrícolas	del	Uruguay.	El	principal	método	de	

detección	utilizado	actualmente	para	el	diagnóstico	y	caracterización	es	el	"testaje	

o	caracterización	biológica",	que	es	costoso,	consume	mucho	tiempo	y	no	permite	

el	análisis	masivo	de	muestras,	lo	que	limita	su	uso	en	estudios	epidemiológicos.	

Diversos	países	realizaron	en	las	últimas	décadas	estudios	moleculares	masivos	de	

campo	que	permitieron	caracterizar	el	grado	de	afectación	de	los	cultivares	cítricos	

por	 los	mencionados	 patógenos	 y	 éstos	 han	 ayudado	 a	 disminuir	 la	 incidencia,	

mejorar	el	manejo	y	 los	niveles	de	producción	(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	características	biológicas,	ha	sido	reportada	en	todas	las	áreas	

citrícolas	afectadas	del	mundo	(Moreno	et	al.,	2008).	Se	ha	descrito	la	PC	como	el	

método	más	efectivo	de	control	viral	en	campo	y	actualmente	se	utiliza	con	éxito	

en	países	altamente	competitivos	a	nivel	mundial	como	Sudáfrica,	Brasil,	Australia,	

Perú	y	Japón	(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	 específica	 (Folimonova,	 2013).	

Estudios	 recientes,	 realizados	 por	 nuestro	 grupo,	 demostraron	 la	 presencia	 en	

nuestro	país	de	aislados	de	tres	genotipos	previamente	descritos,	incluído	el	RB,	y	

la	circulación,	con	una	alta	incidencia	del	genotipo	HA16-5	(Benítez-Galeano	et	al.,	

2015,	2018,	2021;	Rubio	et	al.,	2019;	Hernández-Rodríguez	et	al.,	2017,	2019).		

Por	 lo	 previamente	 expuesto	 se	 justifica	 la	 necesidad	 de	 realizar	 estudios	

masivos	 de	 campo	 en	 Uruguay	 utilizando	metodologías	moleculares	 altamente	

sensibles,	como	PCR	cualitativa	y	cuantitativa,	a	fin	de	determinar	la	incidencia	y	
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distribución	 de	 los	 virus	 y	 viroides	 previamente	 mencionados	 que	 afectan	 las	

plantaciones	 citrícolas	 del	 país.	 También	 se	 propone	 continuar	 con	 la	

caracterización	 molecular	 de	 CTV	 con	 el	 objetivo	 de	 conocer	 los	 distintos	

genotipos	del	virus	que	circulan	en	el	país,	y	realizar	la	reconstrucción	evolutiva	

del	genotipo	más	prevalente	mediante	coalescencia	y	filogeografía.	

Por	 otro	 lado,	 con	 el	 objetivo	 de	 conocer	 en	 profundidad	 subaislados	

homogéneos	del	genotipo	más	prevalente	en	el	país,	para	ser	utilizados	en	un	plan	

de	PC,	nos	propusimos	aislar	estirpes	puras	del	virus	para	su	caracterización.	Para	

obtener	los	subaislados,	se	sometieron	a	cuellos	de	botella	mediante	la	técnica	de	

transmisión	por	un	solo	áfido	(Single	Aphid	Transmission,	SAT)	subpoblaciones	

obtenidas	de	un	aislado	de	campo.	Se	describieron	biológicamente	 los	síntomas	

que	producen	en	plantas	indicadoras	y	se	obtuvo	el	genoma	completo	mediante	

secuenciación	masiva.	 Esto	 nos	 permitirá	 no	 solo	 conocer	 en	 profundidad	 este	

nuevo	aislado	candidato	para	la	PC,	sino	también	aportar	información	relevante	

para	la	caracterización	de	este	genotipo	de	CTV.	

A	 partir	 de	 dicha	 información	 se	 pretende	 no	 solo	 caracterizar	 el	 genoma	

completo	de	los	subaislados	de	CTV,	como	se	mencionó	previamente,	sino	también	

estudiar	la	estructura	poblacional	de	los	mismos,	factor	de	vital	importancia	para	

conocer	 la	 patogénesis	 del	 virus,	 la	 cual	 varía	 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	país	para	ser	utilizado	

en	la	PC.		
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1.2. HIPÓTESIS	

Las	plantaciones	de	cítricos	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	 más	 de	 un	 genotipo	 infectando	 un	 único	

hospedero.	

	

1.3. OBJETIVO	GENERAL	

Determinar	el	grado	de	afectación	por	virus	y	viroides	en	cultivares	cítricos	del	

Uruguay.	 Dada	 la	 elevada	 incidencia	 de	 CTV	 en	 el	 país	 se	 enfatizará	 en	 la	

caracterización	 molecular,	 evolutiva	 y	 biológica	 de	 3	 subaislados	 del	 virus	 de	

interés	para	la	protección	cruzada.		
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2. CAPÍTULO	1:	DE	VIRUS	Y	VIROIDES	
	

2.1.	Objetivos	específicos	
	
2.1.1. Optimizar	la	técnica	de	PCR	en	tiempo	real	con	metodología	SYBR®	Green	

para	la	detección	de	CPsV	utilizando	la	región	de	la	cápside.		

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

2.1.3. Optimizar	la	técnica	de	RT-PCR	para	la	detección	del	genoma	completo	de	

CEVd,	HSVd,	CDVd,	CBCVd	y	CBLVd.		

2.1.4. Analizar	 un	 total	 aproximado	 de	 1200	 muestras	 colectadas	 en	 diversas	

regiones	citrícolas	del	país	para	los	ocho	patógenos	mencionados.		

2.1.5. Realizar	análisis	estadísticos	sobre	la	incidencia	y	distribución	de	los	distintos	

patógenos,	resaltando	las	distintas	zonas	citrícolas	del	país	y	las	variedades	

cítricas	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	filodinámico	de	CTV	en	Uruguay.		
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2.2. Benítez-Galeano	 et	 al.	 2021_First	 comprehensive	 sanitary	 report	 of	

citrus-infecting	viruses	and	viroids	in	Uruguay	

	

En	el	presente	trabajo	se	realizó	por	primera	vez	a	nivel	país,	un	relevamiento	de	

virus	y	viroides	que	afectan	la	citricultura	del	Uruguay.	Se	colectaron	1175	muestras	

distribuídas	en	6	departamentos	con	producción	citrícola	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	patógenos	analizados,	ya	sea	de	manera	individual	o	en	co-infecciones	

de	hasta	4	patógenos.	CTV	fue	detectado	en	todas	las	muestras	con	al	menos	un	

patógeno	y	solo	el	6%	de	las	plantas	se	encontró	libre	de	patógenos.	También	se	

analizó	 la	variabilidad	genética	de	 los	aislados	de	CTV	circulantes	en	el	país.	El	

presente	 trabajo	 brinda	 información	 actualizada	 y	 de	 gran	 relevancia	 para	 las	

generación	 de	 políticas	 públicas	 y	 para	 los	 productores	 al	 momento	 de	 tomar	

decisiones	sobre	el	manejo	de	este	cultivo.	

	

Con	 estos	 resultados	 se	 completaron	 los	 objetivos	 específicos	 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:	

Benítez-Galeano	MJ,	Hernández-Rodríguez	L,	Dalmao	F,	Bertoni	E,	Bertalmío	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).	

https://doi.org/10.5070/C481049181	
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2.3.	 Benítez-Galeano	 et	 al.	 2017_The	 evolutionary	 history	 and	

spatiotemporal	dynamics	of	the	NC	lineage	of	CTV	

	

El	 presente	 trabajo	 contribuyó	 con	 la	 caracterización	 evolutiva	 del	 linaje	 NC,	

actualmente	llamado	HA16-5,	que	presenta	una	elevada	incidencia	en	el	Uruguay.	

Mediante	análisis	bayesiano	se	logró	establecer	la	tasa	evolutiva	del	linaje,	así	como	

la	 trayectoria	 de	 dispersión	 geográfica	 a	 nivel	 mundial.	 También	 logramos	

establecer	 los	 años	 de	 ingreso	 del	 linaje	 al	 país	 y	 la	 dinámica	 poblacional,	

observando	una	expansión	 local	 en	Uruguay	durante	 su	 segundo	 ingreso.	Estos	

estudios	permiten	comprender	en	mayor	profundidad	el	comportamiento	de	este	

linaje	de	importancia	para	el	país.		

	

Estos	resultados	permitieron	cumplir	los	objetivos	específicos	2.1.6	y	2.1.7.	

	

Los	 resultados	 fueron	 publicados	 en	 la	 revista	 Viruses:	 Benítez-Galeano	 MJ,	

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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3. CAPÍTULO	2.	CARACTERIZACIÓN	BIOLÓGICA,	
MOLECULAR	Y	EVOLUTIVA	DE	SUBAISLADOS	DE	CTV		
	

3.1. Objetivos	específicos	
	

3.1.1. Comprobar	la	existencia	de	un	único	tipo	de	variante	genética	mediante	la	

técnica	Single	Strand	Chain	Poyimorphism	(SSCP).	

3.1.2. Realizar	 la	 caracterización	 biológica	 de	 subaislados	 de	 CTV	 de	 interés	 en	

plantas	indicadoras.		

3.1.3. Obtener	 el	 genoma	 completo	 de	 los	 subaislados	 mediante	 secuenciación	

masiva.		

3.1.4. Establecer	 el	 grado	 de	 variabilidad	 genética	 intra	 poblacional	 de	 los	

subaislados	secuenciados.		

3.1.5. Realizar	 estudios	 de	 recombinación	 genética	 con	 los	 genomas	 completos	

obtenidos.	

3.1.6. Realizar	estudios	filogenéticos	de	los	genomas	completos.	
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3.1. Hernández-Rodríguez	 et	 al.	 2019:	 Diversity	 of	 Uruguayan	 CTV	

populations	segregated	after	single-aphid	transmission	

	

En	el	presente	trabajo	se	realizó	la	caracterización	biológica	y	molecular	de	aislados	

de	 campo	 de	 CTV,	 así	 como	 también	 de	 los	 propios	 subaislados	 obtenidos	

mediante	transmisión	por	un	solo	áfido,	utilizando	el	vector	Toxoptera	citricida.	

La	caracterización	molecular,	mediante	los	genes	p20,	p23	y	p25,	de	los	aislados	

madre	 y	 subaislados	 permitió	 observar	 de	 manera	 general	 la	 estructura	 de	 las	

poblaciones	en	campo	y	segregadas.	La	importancia	de	la	segregación	poblacional	

radica	 en	 la	 utilización	 de	 aislados	 homogéneos	 para	 el	 establecimiento	 de	 la	

protección	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	específicos	3.1.1.	y	3.1.2.		

Los	 resultados	 se	publicaron	en	 la	 revista	Tropical	Plant	Pathology:	Hernández-

Rodríguez	L,	Benítez-Galeano	MJ,	Bertalmío	A,	Rubio	L,	Rivas	F,	Arruabarrena	

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

https://doi.org/10.1007/s40858-019-00288-x	
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3.2. Benítez-Galeano	et	al.	2018_	Complete	genome	sequence	of	a	novel	

recombinant	CTV:	a	RB	isolate	from	Uruguay	

	

En	este	trabajo	se	reportó	la	secuencia	completa	del	genoma	de	CTV	del	subaislado	

DSST-17	obtenido	mediante	transmisión	por	un	solo	áfido.	El	genoma	se	obtuvo	

mediante	 la	 combinación	 de	 la	 tecnología	 de	 secuenciación	masiva	 Illumina	 y	

secuenciación	de	Sanger.	La	estructura	del	genoma	resultó	ser	recombinante	entre	

los	genotipos	T36,	HA16-5	y	RB.	Mediante	análisis	filogenético	se	estableció	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	híbridos,	

como	lo	son	los	pies	del	90%	de	las	plantaciones	del	país.	

Aquí	se	abordaron	los	objetivos	específicos	3.1.3.	y	3.1.5.	

Los	resultados	se	publicaron	en	la	revista	Genome	Announcement:	Benítez-Galeano	

MJ,	Vallet	 T,	Carrau	L,	Hernández-Rodríguez	 L,	 Bertalmío	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:e00442-18.	https://doi.org/10.1128/genomeA.00442-18	
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3.3. Benítez-Galeano	 et	 al.	 Caracterización	 biológica,	 molecular	 y	

evolutiva	de	subaislados	de	CTV	obtenidos	mediante	transmisión	por	único	

áfido	(Manuscrito	en	preparación)	

	

1. Introducción	

El	virus	de	la	tristeza	de	los	cítricos	(Citrus	tristeza	virus,	CTV)	es	el	patógeno	

viral	más	severo	que	afecta	cítricos,	y	ha	sido	responsable	de	la	pérdida	de	más	de	

100	millones	de	árboles	en	los	últimos	80	años	(Moreno	et	al.,	2008).	El	virus	es	

transmitido	 de	manera	 semi	 persistente	 por	 áfidos	 de	 los	 géneros	Toxoptera	 y	

Aphis,	 siendo	 la	 especie	T.	 citricida	 (Kirkaldy)	 la	más	 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	nucleocápside	compuesta	por	las	proteínas	p25	y	p27	que	

cubren	el	95%	y	5%	del	genoma,	respectivamente	(Ayllón	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	genómico,	mientras	que	los	ORFs	restantes	son	

expresados	 mediante	 10	 RNAs	 sub	 genómicos	 (sgRNAs)	 3’	 co-terminales,	 que	

difieren	en	su	acumulación	y	aparición	en	el	tiempo	durante	el	proceso	de	infección	

(Hilf	et	al.,	1995;	Navas-Castillo	et	al.,	1997).	El	ORF	1	expresa	una	gran	poliproteína	

(ORF1a),	así	como	la	RNA	polimerasa	RNA	dependiente	(ORF1b,	RdRp)	mediante	

un	 frameshift	 +1	 (Karasev	 et	 al.,	 1995).	 Los	 ORFs	 de	 la	 mitad	 3’	 codifican	 las	

proteínas	 de	 cápside	 (p25	 y	 p27),	 tres	 supresores	 del	 silenciamiento	 por	 RNA	

interferencia	 (p25,	 p20	 y	 p23),	 dos	 genes	 que	 expresan	 un	 homólogo	 de	 una	

proteína	de	 choque	 térmico	 (p65)	 y	 una	proteína	 con	un	motivo	divergente	de	

proteína	 de	 cápside,	 ambas	 necesarias	 para	 el	 ensamblaje	 del	 virión,	 y	 tres	

proteínas	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,	p20	se	acumula	en	cuerpos	
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de	inclusión	amorfos	y	p23,	una	proteína	de	unión	al	RNA,	controla	la	acumulación	

asimétrica	 de	 hebras	 positivas	 y	 negativas	 durante	 la	 replicación,	 fenómeno	

asociado	 con	 la	 expresión	 de	 síntomas	 (Gowda	 et	 al.,	 2000;	 López	 et	 al.,	 2000;	

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

Como	resultado	de	la	replicación	propensa	a	errores	producto	de	la	RdRp,	los	

eventos	de	recombinación	y	la	trasmisión	reiterada	del	virus	mediada	por	el	vector,	

los	aislados	naturales	de	CTV	existen	como	poblaciones	de	variantes	de	secuencia	

estrechamente	 relacionadas	 que	 producen	 diversas	 características	 biológicas	

(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	 protección	 cruzada	 (PC),	 que	 es	 el	 método	 más	 utilizado	

actualmente.	 Folimonova	 et	 al.	 (2010)	 demostraron	 que	 la	 PC	 es	 genotipo	

específica,	debido	a	la	exclusión	por	súper	infección.		Por	lo	que	los	aislados	pre-

inmunizadores	deben	contener	poblaciones	homogéneas	que	provoquen	síntomas	

suaves	del	genotipo	que	se	desea	controlar.	Desde	el	punto	de	vista	experimental,	

la	 transmisión	por	áfidos	ha	 sido	crucial	para	 la	 separación	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	

sintomatología	 severa	 y	 también	 la	 presencia	 del	 genotipo	 RB,	 único	 hasta	 el	

momento	capaz	de	replicarse	y	movilizarse	en	Poncirus	trifoliata	(Benítez-Galeano	

et	al.,	2015,	2018,	2021;	Hernández-Rodríguez	et	al.,	2019;	Rubio	et	al.,	2019).	Es	así,	

que,	en	el	presente	trabajo,	se	intentó	aislar	poblaciones	homogéneas	del	genotipo	

RB	y	caracterizarlas	desde	el	punto	de	vista	biológico,	molecular	y	evolutivo	con	el	

fin	último	de	poder	utilizarlas	en	un	plan	de	PC.			

2. Materiales	y	métodos	

2.1. Selección	de	subaislados	mediante	SSCP	

Con	 el	 objetivo	 de	 trabajar	 con	 una	 población	 homogénea,	 la	 selección	 de	

subaislados	se	realizó	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	

(Hernández-Rodriguez	et	al.,	2019).	Se	analizó	un	total	de	9	sub-asilados	mediante	
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la	 técnica	 de	 polimorfismo	 de	 conformación	 de	 cadena	 simple	 (Single-strand	

Conformation	Polymorphism,	SSCP).	El	análisis	se	realizó	sobre	los	productos	de	

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

	

2.2. Caracterización	biológica	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’,	asintomático	y	mayor	de	15	años	(Hernández-Rodríguez	et	al.,	

2019).	Brevemente,	 luego	de	 la	colecta,	 el	 aislado	 fue	 inoculado	en	plantines	de	

Lima	Mexicana	 (ML)	 (C.	 aurantifolia)	 y	mantenido	 en	 invernáculo	 a	 prueba	de	

insectos	 y	 bajo	 condiciones	 de	 temperatura	 controlada	 hasta	 la	 segregación	 de	

poblaciones	 mediante	 SAT.	 Se	 realizó	 la	 caracterización	 biológica	 del	 aislado	

madre	y	los	subaislados	en	cuatro	especies	indicadoras	por	un	período	de	un	año	

según	Garnsey	et	al.	(1987).	Luego	de	12	meses	post-inoculación	(MPI),	se	colectó	

tejido	foliar	de	ML	de	los	subaislados	seleccionados	para	la	presente	tesis	para	la	

obtención	del	genoma	viral.	

En	paralelo,	se	realizó	la	inoculación	por	injerto	de	los	tres	subaislados	(DSST-13,	

DSST-17	y	DSST-25)	para	la	caracterización	biológica.	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	realizó	en	

invernáculo	 a	 prueba	 de	 insectos	 con	 temperatura	 controlada	 (18-27°C),	 y	 la	

infección	por	CTV	se	confirmó	mediante	RT-PCR	en	tiempo	real	según	Bertolini	et	

al.	 (2008).	 La	 evaluación	 de	 síntomas	 se	 realizó	 a	 los	 2,	 4,	 6,	 10	 y	 12	MPI,	 y	 la	

intensidad	de	cada	síntoma	fue	clasificada	como:	0	=	asintomático,	1	=	suave,	2	=	

moderado,	y	3	=	severo,	de	acuerdo	a	Garnsey	et	al.	(1987).	Los	síntomas	a	evaluar	

en	cada	indicadora	se	muestran	en	la	tabla	1.	El	promedio	de	intensidad	(R)	para	

cada	 indicadora	 se	 calculó	 como	 el	 promedio	 de	 intensidad	 de	 síntomas	

observados	 en	 las	 tres	 réplicas.	Un	 índice	 total	 por	 hospedero	 (TIH)	 se	 calculó	

multiplicando	 R	 por	 un	 factor	 de	 ponderación	 establecido	 por	 la	 significancia	

económica	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.	
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2.3. Extracción	de	RNA	y	secuenciación	con	Illumina	

La	extracción	de	RNA	para	la	secuenciación	de	los	genomas	completos	se	realizó	

de	 la	 siguiente	 manera.	 Brevemente,	 cada	 muestra	 se	 procesó	 de	 manera	

individual,	 macerando	 0,1	 g	 de	 tejido	 en	 nitrógeno	 líquido	 y	 continuando	 la	

extracción	de	RNA	total	con	el	RNeasy	Plant	Mini	kit	(QIAGEN®,	Hilden,	Germany)	

siguiendo	las	instrucciones	del	fabricante.	

Se	prepararon	tres	 librerías	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	París	de	acuerdo	a	 las	

instrucciones	del	fabricante.	La	secuenciación	se	realizó	en	la	plataforma	NextSeq	

500	(Illumina)	en	el	mismo	laboratorio.	

	

2.4. Análisis	de	datos		

A	continuación	se	muestra	un	flujograma	de	trabajo	y	en	el	anexo	1	se	detallan	los	

parámetros	utilizados	en	cada	etapa	del	análisis.	

	

	

Tabla	 1.	 Síntomas	 evaluados	 en	 las	 distintas	 plantas	 indicadoras	
para	la	caracterización	biológica.	
 



 73 

	

	

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	bsl2fastq	v2.17	(illumina).	El	control	de	calidad	de	

los	reads,	(antes	y	después	del	trimming),	se	realizó	con	FastQC	v0.11.8	(Andrews,	

2010).	 El	 trimming	de	 los	 reads	 se	 realizó	 con	 el	 programa	 Trimmomatic	 v0.36	

(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	mínimo	de	longitud.				

A	continuación	se	realizó	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_023054)	 y	 el	 genoma	 cloroplástico	 (NC_008334)	 utilizando	 el	 programa	

bowtie2	 v2.2.6	 (Langmead	 &	 Salzberg,	 2012)	 utilizando	 parámetros	

predeterminados.	

	

2.4.2.	Ensamblado	de	novo	y	análisis	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	

Figura	1.	Esquema	del	flujo	de	trabajo	aplicado	a	las	muestras.	
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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	 realizó	 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	 realizó	 la	 inferencia	del	modelo	de	 sustitución	nucleotídica	que	

mejor	 se	 ajustó	 a	 los	 datos	 (TVM+F+I+G4),	 y	 un	 árbol	 filogenético	 de	máxima	

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	 árbol	 filogenético	 fue	 visualizado	 con	 FigTree	

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

Se	 realizaron	 análisis	 de	 recombinación	 entre	 los	 genomas	 obtenidos	 de	 los	

subaislados	y	también	comparándolos	con	una	base	de	datos	de	genomas	consenso	

de	los	distintos	genotipos	descritos	al	momento	(ver	más	adelante)	utilizando	los	

programas	 SimPlot	 v3.5.1	 y	 Recombination	 Detection	 Program	 v4	 (RDP4),	

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

Por	 último,	 para	 estimar	 las	 identidades	 de	 secuencia	 nucleotídicas	 y	

aminoacídicas,	se	concatenaron	las	secuencias	codificantes	del	genoma	completo	

(ORF	1a	al	11)	así	como	también	las	mitades	5’	y	3’	del	genoma	(ORF1a-1b	y	ORF2	al	

11),	utilizando	el	programa	BioEdit	Sequence	Alignment	Editor	v7.0	(Hall,	1999).	

	

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

Para	conocer	si	los	subaislados	presentaban	distintos	genotipos	en	su	población,	

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	análisis	subsiguientes.		

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

mitad	5’	del	genoma,	ya	que	casi	no	presenta	reads	compartidos	entre	genotipos.	
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Para	esto	se	mapearon	los	reads	correspondientes	a	cada	genotipo	presente	en	la	

muestra	(en	caso	de	coinfección)	menos	 los	reads	compartidos	entre	genotipos,	

con	el	genoma	de	referencia	de	cada	genotipo	involucrado	(genomas	ensamblados	

de	novo).		

	

2.4.4.	Análisis	y	anotación	de	variantes	genéticas	

Para	identificar	la	presencia	de	polimorfismos	de	nucleótido	simple	(SNPs)	en	las	

distintas	poblaciones	virales,	se	utilizó	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	

definición	de	polimorfismo.	

Una	 vez	 identificados	 los	 SNPs	 fueron	 anotados	 con	 el	 programa	 snpEff	 v5.0	

(Cingolani	et	al.,	2012),	que	utiliza	los	genomas	de	referencia	anotados	en	formato	

.gff3	 y	 agrega	 una	 columna	 en	 el	 archivo	 .vcf	 con	 información	 sobre	 el	 tipo	 de	

sustitución	(sinónima,	no	sinónima	o	no	codificante)	de	cada	SNP.		

2.4.5.	Reconstrucción	de	haplotipos	

Por	 último	 se	 realizó	 la	 reconstrucción	 de	 las	 cuasiespecies	 de	 los	 distintos	

subaislados	 mediante	 el	 programa	 CliqueSNV	 v1.4.1	 (Knyazev	 et	 al.,	 2021),	 que	

reconstruye	 variantes	 virales	 intra-hospedero,	 altamente	 relacionadas	 y	 de	 baja	

frecuencia.	Para	la	visualización	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.		Selección	de	subaislados	y	caracterización	biológica	

En	la	figura	2	se	observan	los	resultados	del	SSCP	para	los	9	subaislados	analizados,	

seleccionados	 a	 partir	 de	 Hernández-Rodríguez	 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	amplicón,	indicando	la	presencia	de	

un	único	genotipo	en	la	muestra.	Por	el	contrario,	subaislados	como	SNH-18,	SNH-
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25	o	I58-9	muestran	más	de	dos	bandas,	evidenciando	la	composición	heterogénea	

de	la	muestra.		

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
En	cuanto	a	la	caracterización	biológica,	se	calculó	el	valor	acumulado	(C.	score)	

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

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

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

13	fue	el	único	subaislado	que	mostró	síntomas	de	acanaladuras	en	la	madera	(SP)	

en	pomelo.	

	

	
	

Figura	 2.	 Gel	 de	 poliacrilamida	 al	 8%	 teñido	 con	 nitrato	 de	 plata	 donde	 se	
observan	los	amplicones	del	gen	p25	de	los	9	subaislados.	Se	detallan	los	nombres	
de	 los	 sub-asilados	 sobre	 cada	 carril.	 T+S:	 testigo	 positivo	 suave;	 T+F:	 testigo	
positivo	fuerte.		
 

Tabla	2.	Resultados	de	la	caracterización	biológica.	Se	detalla	el	índice	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.	
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3.2.	Estadísticas	de	los	datos	y	frecuencia	de	genotipos	

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

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

realizó	 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).		

	
	
	

	
	
	
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	 patrón	 de	 mapeo	 con	 tres	 genotipos	 diferentes	 se	 observa	 para	 los	

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

genoma	recombinante.	

	
	
	
	

Sample	ID	 Total	
reads	

Total	
viral	
reads	

Total	
mapped	
reads	

Reference	
size	(bp)	

Mean	
coverage	
across	

genome	(SD)	

Insert	
size	

Mean	
mapping	
quality	

DSST-13-RB	

5508777	 3512	

2358	 19269	 18	(12)	

151	

37,8	

DSST-13-VT	 2228	 19115	 17	(11)	 36,5	

DSST-17	 9384563	 15320	 15320	 19269	 120	(49)	 41,9	

DSST-25	 4316539	 2334	 2334	 19269	 18	(9)	 41,7	

Tabla	3.	Estadísticas	de	los	datasets.		
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a 

b 

c 

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.		
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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;	 Benítez-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-

infección	de	estos	genotipos.		

Cabe	destacar	que	el	genoma	de	referencia	MH186146	corresponde	al	obtenido	del	

subaislado	DSST-17,	y	debido	a	la	elevada	similitud	nucleotídica	(ver	más	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	análisis.	Para	el	genotipo	VT	se	utilizó	el	genoma	

ensamblado	de	novo	del	subaislado	DSST-13.		

	

A	pesar	de	que	la	profundidad	obtenida	para	las	muestras,	principalmente	DSST-

13	y	DSST-25,	no	fue	la	esperada,	se	logró	una	cobertura	total	del	genoma	en	todos	

los	casos	y	con	buena	calidad	de	mapeo	(Tabla	3,	Figura	4).		

	

	 		 		 		 		 		 	
	

Figura	4.	Cobertura	de	mapeo	a	 lo	 largo	del	genoma	de	 las	muestras	 secuenciadas.	Se	
graficó	 la	distribución	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.		
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Dada	la	presencia	de	reads	compartidos	por	la	mitad	3’	del	genoma	en	el	caso	de	la	

muestra	 co-infectada,	 se	 utilizó	 la	mitad	 5’	 del	 genoma	 (posición	 1	 a	 10882	 de	

MH186146)	para	el	 cálculo	de	 frecuencia	de	 los	genotipos.	Para	esto	 se	volvió	a	

realizar	el	mapeo	de	los	reads	limpios	a	la	mitad	5’	de	la	CTV-db	y	con	esos	datasets	

se	 mapeó	 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).			

	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
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	

encontró	solamente	la	presencia	del	genotipo	RB	(Figura	5).		

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	

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

Figura	5.	Frecuencia	de	genotipos	para	los	subaislados	DSST-13,	DSST-17	y	DSST-25.		
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3.3.	Análisis	de	los	genomas	completos	

	

Mediante	análisis	filogenético	logramos	confirmar	que	los	genomas	ensamblados	

de	novo	corresponden	a	 los	genotipos	RB	y	VT	 (Figura	6).	Podemos	observar	 la	

agrupación	de	tres	de	los	genomas	en	el	cluster	del	genotipo	RB	(señalado	en	azul)	

y	la	cuarta	secuencia	dentro	del	genotipo	VT	(señalado	en	rojo).	El	apoyo	de	los	

nodos	para	todos	los	clados	fue	de	aLRT	1.	

	
	

	

	
	
Al	 realizar	 un	 análisis	 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	

Figura	6.	Árbol	filogenético	de	máxima	verosimilitud	realizado	con	genomas	completos	de	CTV.	
Los	distintos	genotipos	descritos	al	momento	están	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.	
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nivel	nucleotídico	como	aminoacídico.	Sin	embargo,	la	similitud	de	estos	genomas	

con	el	obtenido	del	genotipo	VT	(subaislado	DSST-13)	fue	tan	solo	del	68.1%	a	nivel	

nucleotídico	y	80.8%	a	nivel	aminoacídico	(Tabla	5).		

	

	
	
	
	
	
	
	
	
Sin	embargo,	cuando	comparamos	la	región	codificante	de	la	mitad	5’	(ORF1a-1b)	

y	3’	(ORF2-11)	de	los	genomas,	observamos	que	los	porcentajes	de	similitud,	tanto	

nucleotídica	como	aminoacídica,	aumentan	hacia	la	mitad	3’	del	genoma	(Tabla	6).	

	
	
	
	
	

	
	
	
Este	aumento	en	la	similitud	hacia	la	mitad	3’	del	genoma	también	se	observa	en	

el	 análisis	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	 (líneas	 roja	 y	 amarilla,	

respectivamente),	debido	a	la	altísima	similitud	nucleotídica	presentada,	mientras	

que	 la	 línea	 verde	 representa	 la	 divergencia	 del	 genoma	 DSST-13-VT	 que	 va	

disminuyendo	hacia	el	extremo	3’	del	genoma	de	CTV	(Figura	7).	

	
	
	
	

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

Tabla	6.	Similitud	genética	nucleotídica	y	aminoacídica	entre	las	regiones	codificantes	de	la	
mitad	5’	(ORF1a-1b)	y	3’	(ORF2-11)	del	genoma	de	los	subaislados.	La	similitud	aminoacídica	
se	resalta	en	negrita.	
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Por	 último,	 en	 la	 comparación	 de	 los	 genomas	 con	 la	 base	 de	 datos	 CTV-db,	

podemos	ver	mediante	el	análisis	de	Bootscan	la	naturaleza	recombinante	de	los	

genomas	del	genotipo	RB,	previamente	descrita	en	Benítez-Galeano	et	al.,	2018.	

Como	 se	 puede	 observar	 en	 la	 parte	 superior	 de	 la	 figura	 8,	 el	 patrón	 de	

recombinación	coincide	con	el	observado	 inicialmente	durante	el	mapeo	de	 los	

reads	 virales	 a	 CTV-db	 (Figura	 3),	 donde	 observamos	 una	 primera	 región	 del	

genotipo	T36,	luego	otra	del	genotipo	RB	y	por	último	un	fragmento	del	genotipo	

HA16-5	(Benítez-Galeano	et	al.,	2018).	

	
En	cuanto	al	genoma	DSST-13-VT	(Figura	8	parte	inferior),	podemos	observar	en	

el	análisis	de	Bootscan	que	se	corresponde	con	el	genoma	consenso	del	genotipo	

VT	en	toda	su	longitud.			

Figura	 7.	 Análisis	 de	 similitud	 nucleotídica	 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.	
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3.4.	Análisis	de	variantes	genéticas	

	

Con	el	 fin	de	poder	 identificar	 las	variantes	nucleotídicas	únicas	 (SNV)	de	cada	

genotipo,	se	trabajó	con	los	datasets	de	reads	únicos	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	únicos	para	cada	genotipo,	 se	

detectó	 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	distribución	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	sinónima,	donde	se	mantuvo	el	aminoácido	Asp,	

pero	la	variante	alternativa	se	encontró	en	una	frecuencia	de	1.	Otros	dos	cambios	

fueron	no	sinónimos,	donde	cambió	el	aminoácido	(aa)	Arg	por	His	(ambos	polares	

con	carga	positiva)	en	la	posición	856	de	la	poliproteína	con	una	frecuencia	de	0,16,	

Figura	8.	Análisis	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.	
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y	el	otro	fue	un	cambio	de	Tyr	por	Phe	(ambos	aa	aromáticos)	en	la	posición	452	

de	 la	 proteína	 P61	 con	 una	 frecuencia	 de	 0,91.	 Por	 último,	 los	 dos	 cambios	 no	

codificantes	ocurrieron	en	la	región	3’UTR	(Tabla	7,	Figura	9).	

En	el	caso	de	las	variantes	aportadas	por	los	reads	únicos	del	genotipo	VT	dentro	

del	subaislado	DSST-13	fueron	3	cambios	sinónimos	ocurridos	en	la	proteína	P65	

con	una	frecuencia	alélica	alternativa	de	alrededor	de	0,4	(Tabla	7,	Figura	9).	

El	subaislado	DSST-17	presentó	dos	SNPs	no	sinónimos,	ambos	en	baja	frecuencia.	

El	primero	fue	un	cambio	en	la	posición	1749	de	la	poliproteína	correspondiente	al	

aa	548,	que	cambió	de	una	Gly	a	una	Ser	(ambos	aa	polares	sin	carga)	en	el	27%	de	

los	reads	que	cubren	esa	posición.	El	otro	cambio	fue	de	una	Met	a	una	Val,	otro	

aa	no	polar,	en	el	aa	502	de	la	proteína	P65.					

Por	último,	el	subaislado	DSST-25	presentó	4	SNPs,	dos	de	ellos	en	la	región	de	la	

poliproteína.	El	primero	fue	un	cambio	en	la	posición	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	posición	548	de	la	proteína.	En	la	proteína	P65	ocurrió	

un	cambio	sinónimo	donde	se	mantuvo	una	Ala,	y	en	la	posición	16079	del	genoma,	

región	de	control	del	gen	p25,	ocurrió	un	cambio	no	codificante	con	una	frecuencia	

de	1.	

Cabe	resaltar	que	el	cambio	Gly548Ser	en	la	poliproteína	fue	compartido	entre	los	

subaislados	DSST-17	y	DSST-25,	con	frecuencias	del	alelo	alternativo	de	0,27	y	1,	

respectivamente.			

	
Tabla	7.	Cambios	aminoacídicos	generados	por	los	reads	únicos	de	cada	genotipo.	Se	detalla	
la	 posición	 en	 el	 genoma	 (respecto	 a	 MH186146),	 la	 frecuencia	 del	 alelo	 alternativo,	 el	
aminoácido	generado	y	el	ORF	afectado.	
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En	 cuanto	 a	 los	 cambios	 proporcionados	 por	 los	 reads	 compartidos,	 presentes	

únicamente	en	el	subaislado	coinfectado	DSST-13,	se	encontraron	un	total	de	129	

SNPs	distribuídos	de	la	posición	10680	del	genoma	hacia	el	extremo	3’	(Figura	10).	

De	estos	129	SNPs,	97	fueron	cambios	sinónimos,	21	fueron	cambios	no	sinónimos	

y	 11	 fueron	 cambios	 no	 codificantes	 que	 cayeron	 en	 regiones	 reguladoras	

intergénicas	o	en	la	región	3’UTR	(Tabla	8).	Los	únicos	ORFs	que	no	presentaron	

cambios	fueron	el	2	y	el	6,	codificantes	de	las	proteínas	P33	y	P27,	respectivamente.	

	
	

Figura	9.	Distribución	de	los	SNPs	únicos	de	cada	genotipo	a	lo	largo	del	genoma	para	cada	
subaislado.	En	el	eje	x	se	detalla	la	posición	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.	
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Figura	 10.	 Distribución	 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	posición	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.	
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Genome	
position	

Alternative	allele	
frequency	 Type	of	change	 Affected	Protein	

10680	 0,36	 Asp427Asp	 RdRp	

10701	 0,38	 Leu434Leu	 RdRp	

10719	 0,55	 Leu440Leu	 RdRp	

10731	 0,55	 Arg444Arg	 RdRp	

10783	 0,50	 Ala462Thr	 RdRp	

11898	 0,53	 Leu12Leu	 	p6	

11922	 0,48	 Ala20Ala	 	p6	

11934	 0,50	 Leu24Leu		 	p6	

11937	 0,50	 Ile25Ile	 	p6	

11946	 0,50	 Val28Val	 	p6	

12080	 0,43	 Thr29Thr	 	p65	

12128	 0,45	 Pro35Pro	 	p65	

12143	 0,39	 Leu40Leu	 	p65	

12188	 0,63	 Tyr55Tyr	 	p65	

12200	 0,50	 Ser59Ser	 	p65	

12212	 0,50	 Gly63Gly	 	p65	

12971	 0,57	 Ser316Ser	 	p65	

12975	 0,62	 Ser318Pro	 	p65	

12989	 0,59	 Ser322Ser	 	p65	

13035	 0,50	 Leu338Leu	 	p65	

13041	 0,50	 Ala340Thr	 	p65	

13070	 0,38	 Gly349Gly	 	p65	

13074	 0,33	 Val351Ile	 	p65	

13094	 0,40	 Arg357Arg	 	p65	

13109	 0,43	 Arg362Arg	 	p65	

13133	 0,44	 Cys370Cys	 	p65	

13169	 0,39	 Cys382Cys	 	p65	

13172	 0,39	 Ile383Ile	 	p65	

13184	 0,42	 Leu387Leu	 	p65	

13190	 0,40	 Val389Val	 	p65	

13196	 0,40	 Thr391Thr	 	p65	

13346	 0,29	 Glu441Glu	 	p65	
13379	 0,32	 Thr452Thr	 	p65	

Tabla	8.	Cambios	aminoacídicos	generados	por	los	reads	compartidos	del	subaislado	DSST-
13.	 Se	 detalla	 la	 posición	 en	 el	 genoma	 (respecto	 a	 MH186146),	 la	 frecuencia	 del	 alelo	
alternativo,	 el	 aminoácido	 generado	 y	 el	 ORF	 afectado.	 En	 rojo	 se	 resaltan	 cambios	 no	
sinónimos	y,	si	no	se	especifica,	el	cambio	fue	en	una	región	no	codificante.	
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13403	 0,41	 Pro460Pro	 	p65	

13430	 0,41	 Thr469Thr	 	p65	

13432	 0,39	 Lys470Arg	 	p65	

13484	 0,51	 Glu487Glu	 	p65	

13538	 0,39	 Pro505Pro	 	p65	

13544	 0,40	 Arg507Arg	 	p65	

13583	 0,38	 Ala520Ala	 	p65	

13604	 0,41	 Thr527Thr	 	p65	

13643	 0,60	 Thr540Thr	 	p65	

13664	 0,68	 Ala547Ala	 	p65	

13668	 0,73	 Leu549Leu	 	p65	

13670	 0,76	 Leu549Leu	 	p65	

13685	 0,77	 Ser554Ser	 	p65	

13730	 0,81	 Ile569Ile	 	p65	

13797	 0,67	 Val592Ile	 	p65	

13818	 0,63	 Glu25Lys	 	p61	

13839	 0,54	 Ile32Val	 	p61	

14430	 0,50	 Tyr229His	 	p61	

16140	 0,41	 Glu4Glu	 	p25	

16171	 0,31	 Ala15Thr	 	p25	

16200	 0,29	 Ala24Ala	 	p25	

16218	 0,29	 Ser30Ser	 	p25	

16227	 0,29	 Phe33Leu	 	p25	

16272	 0,24	 Leu48Leu	 	p25	

16515	 0,39	 Ile129Ile	 	p25	

16553	 0,45	 Ser142Thr	 	p25	

16572	 0,44	 Leu148Leu	 	p25	

16575	 0,46	 Ala149Ala	 	p25	

16590	 0,48	 Asn154Asn	 	p25	

16596	 0,48	 Asn156Asn	 	p25	

16608	 0,48	 Gly160Gly	 	p25	

16618	 0,48	 Leu164Leu	 	p25	

16629	 0,57	 Gly167Gly	 	p25	

16635	 0,57	 Pro169Pro	 	p25	

16647	 0,42	 His173His	 	p25	

16701	 0,41	 Ala191Ala	 	p25	

16708	 0,43	 Ile194Leu	 	p25	

16722	 0,40	 Glu198Glu	 	p25	

16731	 0,43	 Leu201Leu	 	p25	
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16752	 0,41	 Glu208Glu	 	p25	
16753	 0,41	 Ile209Val	 	p25	
17086	 0,50	 Thr107Thr	 	p18	

17092	 0,46	 Lys109Lys	 	p18	

17095	 0,44	 Ser110Ser	 	p18	

17116	 0,35	 Ala117Ala	 	p18	

17119	 0,33	 Ile118Ile	 	p18	

17147	 0,32	 Ile128Val	 	p18	

17655	 0,39	 Asp118Gly	 	p13	

17680	 0,46	 		 	p20	

17700	 0,46	 	 	p20	

17712	 0,46	 	 	p20	

17714	 0,46	 	 	p20	

17715	 0,48	 	 	p20	

17716	 0,48	 	 	p20	

17717	 0,45	 	 	p20	

17726	 0,44	 	 	p20	

17785	 0,53	 Lys16Lys	 	p20	

17794	 0,49	 Ala19Ala	 	p20	

17830	 0,54	 Leu31Leu	 	p20	

17848	 0,54	 Glu37Glu	 	p20	

17857	 0,53	 Asp40Asp	 	p20	

17881	 0,50	 Val48Val	 	p20	

18193	 0,43	 Ala152Ala	 	p20	

18199	 0,43	 Ala154Ala	 	p20	

18232	 0,41	 Val165Val	 	p20	

18233	 0,41	 Ala166Ser	 	p20	

18268	 0,43	 Val177Val	 	p20	

18274	 0,43	 Pro179Pro	 	p20	

18277	 0,42	 Ser180Ser	 	p20	

18296	 0,42	 	 	p23	

18618	 0,46	 Lys84Lys	 	p23	

18630	 0,49	 Asn88Asn	 	p23	

18636	 0,44	 Thr90Thr	 	p23	

18681	 0,51	 Val105Val	 	p23	

18684	 0,51	 Lys106Lys	 	p23	

18697	 0,52	 Arg111Gly	 	p23	

18702	 0,52	 Lys112Lys	 	p23	

18735	 0,61	 Ala123Ala	 	p23	
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18751	 0,58	 His129Tyr	 	p23	

18778	 0,45	 Asp138Asn	 	p23	

18808	 0,36	 Leu148Leu	 	p23	

18843	 0,44	 Glu159Glu	 	p23	

18853	 0,39	 His163Tyr	 	p23	

18870	 0,40	 Met168Ile	 	p23	

18879	 0,38	 Lys171Lys	 	p23	

18883	 0,40	 Met173Val	 	p23	

18892	 0,43	 Asp176Asn	 	p23	

18906	 0,47	 Val180Val	 	p23	

18924	 0,44	 Glu186Glu	 	p23	

18930	 0,50	 Thr188Thr	 	p23	

18948	 0,48	 Val194Val	 	p23	

18963	 0,39	 Ser199Ser	 	p23	

18965	 0,41	 Gly200Asp	 	p23	

19021	 0,44	 		 3’UTR	

19030	 0,45	 		 3’UTR	

	
	
	
Por	último,	la	reconstrucción	de	haplotipos	se	realizó	con	el	programa	Clique	SNV	

que	se	basa	en	la	construcción	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	 reconstruyó	 un	 único	

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	RB	y	28	para	el	genotipo	VT	utilizando	todos	los	reads,	tanto	únicos	como	

compartidos	 (Figuras	 11	 y	 12).	 Sin	 embargo,	 al	 utilizar	 los	 reads	 únicos	 de	 cada	

genotipo,	los	haplotipos	formados	fueron	2	para	RB	y	1	para	VT	(Figuras	11	y	12).		
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Figura	11.	Red	de	haplotipos	del	genotipo	RB	de	los	subaislados	DSST-13,	DSST-17	y	DSST-25.	
En	 violeta	 y	 verde	 se	 muestra	 el	 haplotipo	 único	 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	
únicos	 del	 genotipo.	 En	 azul	 se	 observan	 los	 haplotipos	 formados	 por	 todos	 los	 reads	 del	
subaislado	DSST-13	y	sus	frecuencias.		
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4. Discusión	
	
Se	ha	descrito	la	protección	cruzada	como	el	mecanismo	más	eficiente	de	control	

de	 CTV	 (Roistacher	 et	 al.,	 2010,	 Folimonova,	 2013).	 Aunque	 no	 está	 claro	 su	

mecanismo	 de	 acción	 a	 nivel	 molecular	 (se	 cree	 que	 funciona	 por	 RNA	

interferencia),	 sabemos	 que	 funciona	 de	 manera	 genotipo	 específica	 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	

Figura	 12.	Red	 de	haplotipos	 del	 genotipo	VT	del	 subaislado	DSST-13.	En	 rojo	 se	destaca	el	
haplotipo	generado	por	 los	reads	únicos	del	genotipo	y	en	azul	 los	haplotipos	 formados	por	
todos	los	reads,	tanto	únicos	como	compartidos.	Se	destaca	la	frecuencia	de	cada	haplotipo.	
h			
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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	 reinfección	 en	 el	 campo	 a	 causa	 del	 insecto	 vector	 del	 virus,	 estas	

poblaciones	pueden	estar	compuestas	por	más	de	un	genotipo.		

Una	de	las	maneras	más	utilizadas	para	disminuir	la	variabilidad	genética	de	las	

poblaciones	es	la	transmisión	por	un	solo	áfido	(SAT),	técnica	que	genera	cuellos	

de	 botella	 transmitiendo	 una	 proporción	 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	país,	se	seleccionaron	3	subaislados	obtenidos	por	

SAT	y	previamente	caracterizados	como	HA16-5	mediante	3	regiones	parciales	del	

genoma	(genes	p25,	p20	y	p23)	(Hernández-Rodríguez	et	al.,	2019).	Para	confirmar	

la	 presencia	 de	 poblaciones	 homogéneas	 se	 realizó	 un	 análisis	 por	 SSCP	 y	 se	

seleccionaron	los	subaislados	13,	17	y	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	 secuenciación	 masiva,	 se	 observaron	 dos	 aspectos	

interesantes.	Primero,	los	subaislados	no	pertenecían	al	genotipo	HA16-5	sino	al	

genotipo	RB.	Segundo,	la	técnica	de	SAT	no	logró	separar	genotipos	en	uno	de	los	

subaislados,	que	presentó	una	co	infección	entre	los	genotipos	VT	y	RB.	

En	cuanto	al	primer	punto,	CTV	es	el	virus	de	plantas	más	grande	descrito	hasta	el	

momento,	 con	 un	 genoma	 de	 19,3	 kb.	 Previamente	 se	 ha	 mencionado	 que	 la	

asignación	 de	 genotipos	mediante	 análisis	 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,	17	y	25	es	de	origen	recombinante	entre	los	genotipos	T36,	RB	y	HA16-5	(Benítez-

Galeano	et	al.,	2018),	 y	 los	genes	p25,	p23	y	p20	utilizados	en	 la	 caracterización	

previa	se	encuentran	en	la	porción	final	del	genoma,	hacia	el	extremo	3’,	explicando	

así	la	asignación	al	genotipo	HA16-5.	

Respecto	a	la	separación	de	genotipos	por	SAT,	podemos	mencionar	dos	aspectos	

importantes.	 Si	 bien	 el	 áfido	 transmite	 sólo	 una	 proporción	 de	 los	 genomas	

presentes	en	la	planta,	dada	la	cantidad	limitada	de	sitios	de	unión	del	virus	a	la	

probóscide	del	insecto,	la	distribución	de	la	población	viral	no	es	homogénea	en	la	
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planta.	Es	decir,	los	áfidos	se	alimentan	en	distintos	lugares	de	la	planta	antes	de	

ser	 trasladados	 al	 nuevo	 plantín,	 pudiendo	 así	 transmitir	 distintos	 genomas	

presentes	en	la	población	madre.	La	transmisión	por	áfidos	ha	sido	reportada	como	

altamente	variable,	es	decir,	que	distintos	genotipos	presentan	distinta	eficiencia	

de	transmisión,	existiendo	una	tendencia	mayor	de	transmisión	hacia	los	genotipos	

más	severos	(Calavan	et	al.,	1980;	Roistacher	et	al.,	1980;	Yokomi	et	al.,	2010;	Zhou	

et	 al.,	 2011).	 Entonces,	 el	 evento	 de	 separación	 o	 disminución	 de	 variabilidad	

genética	 mediante	 SAT	 es	 un	 evento	 que	 depende	 de	 factores	 tales	 como	

composición	poblacional,	 distribución	de	 genotipos	 en	 la	 planta	 y	 eficiencia	de	

transmisión	de	los	genotipos,	así	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	

análisis	de	genomas	completos	mediante	secuenciación	masiva,	pudiendo	haber	

pasado	por	alto	variantes	minoritarias	que	sí	son	observadas	con	esta	técnica.	A	su	

vez,	en	nuestro	caso,	surge	 la	 interrogante	de	si	con	una	profundidad	mayor	de	

secuenciación	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	secuenciación	no	fue	la	deseada	debido	a	que	no	

se	realizó	un	tratamiento	previo	de	depleción	de	RNA	ribosomal	y	la	alta	cantidad	

de	estas	moléculas	compite	con	la	secuenciación	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	está	relacionada	con	la	patogenicidad	e	

intensidad	 de	 los	 síntomas	 que	 genera	 el	 virus	 en	 la	 planta.	 En	 el	 caso	 de	 los	

subaislados	analizados	en	esta	tesis,	se	observó	que	produjeron	distinto	grado	de	

afectación	en	las	plantas	indicadoras	correlacionada	con	la	presencia	o	ausencia	de	

más	de	un	genotipo	en	la	población.	El	subaislado	DSST-13,	conformado	por	una	

población	mixta	de	los	genotipos	VT	y	RB,	mostró	síntomas	más	severos	que	los	

subaislados	17	y	25,	siendo	el	único	que	generó	SP	en	pomelo.		

Al	analizar	en	profundidad	los	subaislados,	observamos	que	esta	correlación	entre	

sintomatología	más	 severa	 y	 presencia	 de	más	 de	 un	 genotipo,	 se	 vió	 reflejada	

también	en	la	presencia	de	más	cantidad	de	SNPs	en	el	subaislado	13,	que	en	los	
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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,	región	que	se	transcribe	mediante	RNAs	subgenómicos,	y	

que	mayoritariamente	produjeron	cambios	sinónimos.	Este	fenómeno	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	 población.	 Este	 “espacio	 de	 secuencia”	 puede	 observarse	 en	 la	 estrecha	

relación	entre	variantes	minoritarias	reconstruidas	en	las	redes	de	haplotipos.		

Por	último,	sería	interesante	analizar	la	convergencia	de	la	variante	alternativa	en	

la	posición	1749	del	genoma,	que	generó	el	cambio	Gly548Ser	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	aminoacídico.	
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4. DISCUSIÓN	GENERAL	
 
Los	cítricos	son	uno	de	los	cultivos	frutales	más	importantes	a	nivel	económico	en	

el	mundo	(Moreno	et	al.,	2008;	Roistacher,	2010),	y	en	Uruguay,	es	un	rubro	con	

un	 fuerte	 impacto	 socio-económico	 y	 constituye	 un	 sector	 exportador	 en	

expansión	(Anuario	OPYPA	2020).	Como	se	mencionó	previamente,	este	cultivo	es	

susceptible	a	patógenos	 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	citrícola	nacional	posee	una	potencialidad	productiva	muy	superior	a	la	

actual.	Sin	embargo,	la	presencia	de	ciertos	patógenos	en	el	país	generan	pérdidas	

anuales	millonarias,	las	cuales	utilizando	tecnologías	desarrollas	a	nivel	nacional	e	

investigando	en	nuevas	alternativas	de	control,	promueven	una	mejora	sustantiva	

en	los	niveles	de	producción.	Cabe	destacar	que	la	continua	demanda	del	mercado	

mundial	por	nuevas	variedades	ha	propiciado	la	utilización	masiva	en	el	país	del	

cambio	de	copa	como	medida	rápida	de	sustitución	varietal	en	quintas	añosas,	pero	

para	 que	 funcione	 a	 largo	 plazo	 debe	 ser	 realizado	 solamente	 en	 árboles	 sanos	

(Albrecht	et	al.,	2017).	De	aquí	se	desprende	la	importancia	de	la	vigilancia	continua	

de	patógenos	 en	el	 cultivo	y	 la	utilización	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	situación	de	las	quintas	citrícolas	respecto	a	tres	

virus	y	cinco	viroides	que	afectan	este	cultivo.	También,	caracterizar	desde	el	punto	

de	vista	biológico,	molecular	y	evolutivo,	subaislados	de	un	aislado	de	campo	de	

CTV,	 con	 el	 fin	 último	 de	 ser	 utilizado	 en	 un	 futuro	 programa	 de	 protección	

cruzada	(CP).		

En	cuanto	a	la	incidencia	de	los	patógenos	analizados,	reportamos	la	presencia	de	

los	virus	CTV	(93.3%)	y	CPsV	(45%),	así	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	

(Benítez-Galeano	et	al.,	2021).			

Para	 comprender	 la	 situación	 aquí	 descrita	 debemos	 entender	 el	 escenario	

histórico	multicausal	que	puede	haber	llevado	al	desarrollo	de	la	misma.	En	una	
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revisión	realizada	por	Roistacher	(2010)	se	detalla	que	en	1930	se	habrían	importado	

distintas	 variedades	 de	 cítricos	 desde	 Sudáfrica,	 siendo	 esta	 la	 evidencia	 más	

antigua	con	 la	que	 se	cuenta	del	movimiento	 transoceánico	de	material	 vegetal	

hacia	 Sudamérica.	 El	 cambio	 en	 el	 uso	 de	 patrones	 en	 el	 tiempo	 debido	 a	 la	

aparición	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	

diseminación	de	virus	y	viroides	en	cítricos.		

La	presencia	en	Uruguay	de	CTV,	CPsV	y	los	viroides	HSVd,	CEVd,	CDVd	y	CBLVd	

había	sido	previamente	reportada	(Tucci	et	al.,	1965;	Pagliano	et	al.,	1998,	2013)	con	

incidencias	superiores	a	las	reportadas	por	nuestro	grupo	(Benítez-Galeano	et	al.,	

2021).	 La	 disminución	 en	 la	 incidencia	 de	 los	 viroides	 podría	 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	situación	

es	 un	 poco	 diferente	 debido	 a	 la	 biología	 de	 los	 organismos.	 Luego	 de	 la	

destrucción	de	árboles	en	las	quintas	cítricas	de	Uruguay	causada	por	la	Tristeza	

en	 los	 años	 40,	 se	 observó	 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	diseminación	del	virus	puede	haber	sido	causada	por	el	uso	masivo	de	material	

vegetal	 infectado,	 ya	que	el	desarrollo	de	 sintomatología	 causada	por	este	virus	

puede	 demorar	 años,	 provocando	 su	 diseminación	 silenciosa	 por	 parte	 del	

productor	(Tucci	et	al.,	1965;	Benítez-Galeano	et	al.,	2021).	También,	por	la	elevada	

incidencia	del	virus	aquí	descrita,	de	manera	individual	o	en	co-infección	con	CTV,	

la	 diseminación	 de	 este	 patógeno	 podría	 deberse,	 como	 ha	 sido	 sugerido	

previamente,	 a	 la	 presencia	 de	 un	 vector	 natural	 del	 virus,	 aunque	 hasta	 el	

momento	 no	 ha	 sido	 reportado	 (Pujol	 &	 Beñatena	 1965;	 Campiglia	 et	 al.,	 1976;	

Timmer	&	Garnsey,	 1980;	García	 et	 al.,	2017;	Hernández-Rodríguez	 et	 al.,	2020;	

Zhou	et	al.,	2020).	
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En	cuanto	a	CTV,	su	elevada	 incidencia	puede	ser	explicada	por	un	 lado,	por	 la	

presencia	del	insecto	vector	más	eficiente,	porque	aunque	se	utilice	material	libre	

del	virus	en	el	campo,	la	continua	exposición	de	los	cultivos	al	vector	favorece	la	

infección	 y	 re	 infección	 de	 los	 árboles.	 Por	 otro	 lado,	 la	 ingente	 variabilidad	

genética	del	virus,	los	frecuentes	eventos	de	recombinación	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	cítricas.			

Los	análisis	 filogenéticos	basados	en	el	gen	de	 la	cápside	de	CTV,	reportaron	 la	

presencia	de	5	de	los	8	genotipos	descritos	al	momento,	siendo	el	HA16-5	el	más	

prevalente.	Mediante	estudios	de	coalescencia	y	filogeografía	pudimos	establecer	

el	tMRCA	del	genotipo	y	reconstruir	la	dinámica	geográfica	desde	el	origen	hasta	

su	primer	ingreso	al	país	(Benítez-Galeano	et	al.,	2017).	También	establecimos	un	

segundo	 ingreso	 a	 Uruguay	 seguido	 de	 una	 expansión	 local,	 resultados	 que	

concuerdan	 con	 la	 hipótesis	 de	 emergencia	 de	 una	 nueva	 variante	 (Benítez-

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	reportó	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	sucedió	en	Sudáfrica	 con	el	 aislado	GFMS12	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	 (Benítez-Galeano	 et	 al.,	 2018).	 Estos	

resultados	refuerzan	la	sugerencia	de	utilizar	genomas	completos	de	CTV	para	su	

caracterización	en	lugar	de	regiones	parciales	del	genoma	(Harper,	2013).		

Como	se	ha	descrito	previamente,	la	organización	poblacional	de	CTV	está	dividida	

en	dos	niveles	de	complejidad,	uno	que	incluye	las	cepas	o	genotipos	existentes	en	

la	población,	como	se	discutió	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	
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manifestación	de	síntomas	de	una	enfermedad,	a	pesar	de	que	se	encuentren	en	

baja	 proporción	 (Cerni	 et	 al.,	 2008).	 Nuestros	 resultados	 concuerdan	 con	 lo	

antedicho	para	el	caso	del	subaislado	DSST	13	que	presentó	la	co	infección	RB/VT	

y	generó	sintomatología	más	severa	en	las	plantas	indicadoras	que	los	subaislados	

infectados	 solamente	con	el	genotipo	RB.	Claramente	ocurre	una	sinergia	entre	

genotipos	que	podría	explicar	este	aumento	de	síntomas,	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	 nucleotídicos	 también	

observamos	 una	 mayor	 presencia	 de	 SNPs	 en	 DSST	 13,	 dada	 por	 los	 reads	

compartidos	entre	genotipos,	aunque	mayormente	sinónimos.	Esto	tiene	sentido	

si	 pensamos	 en	 el	 mecanismo	 de	 transcripción/traducción	 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	 situación	 de	 la	 citricultura	 del	 Uruguay	 es	 compleja	

respecto	a	los	patógenos	aquí	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	podrían	complicar	la	

obtención	 de	 aislados	 protectores	 homogéneos	 para	 utilizar	 en	 la	 protección	

cruzada.	
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6. PERSPECTIVAS	

• Continuar	con	la	vigilancia	epidemiológica	de	los	patógenos	estudiados.	

• Analizar	la	dinámica	poblacional	de	los	subaislados	DSST-13	y	DSST-17	en	

el	tiempo	(6	y	12	meses	post	 inoculación)	y	en	dos	hospederos	diferentes	

(LM	y	PD).		

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

• Analizar	el	efecto	a	nivel	de	hospedero	del	cambio	no	sinónimo	compartido	

entre	los	sub	ailsados	DSST	17	y	25,	así	como	de	los	cambios	no	sinónimos	

generados	por	los	reads	compartidos	del	subaislado	co	infectado	DSST-13.	
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7. ARTÍCULOS	EN	COLABORACIÓN	VINCULADOS	CON	CTV	
 
7.1.		 Hernández-Rodríguez	et	al.	2017_	First	report	of	the	CTV	trifoliate	RB	

genotype	in	‘Newhall’	sweet	orange	in	South	America	
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7.2.	 Rubio	 et	 al.	 2019_	 Biological	 and	 molecular	 characterization	 of	

Uruguayan	CTV	field	isolates	
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7.3.	 	Llanes-Alvarez	et	al.	 2021_Prevalence	of	mild	CTV	 isolates	of	 the	T30	

genotype	in	Cuban	commercial	citrus	fields	after	the	dissemination	of	HLB	
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8.	 ARTÍCULOS	NO	RELACIONADOS	CON	LA	TESIS	

8.1.	 Mir	 et	 al.	 2021_	 Recurrent	 dissemination	 of	 SARS-CoV-2	 through	 the	

Uruguayan-Brazilian	border	
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8.2.	 Rego	 et	 al.	 2021_	 Real-time	 genomic	 surveillance	 for	 SARS-CoV-2	

variants	of	concern,	Uruguay	
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ANEXO	1.	Comandos	utilizados	en	el	análisis	de	datos	de	 los	subaislados	
DSST-13,	-17	y	-25.	
 
#!/bin/bash 
################################################################### 
#-------Análisis de calidad y trimming: FastQC y Trimmomatic------- 
################################################################### 
for i in $(ls | 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 
 fastqc -f fastq ~/Escritorio/Majo/QS_Analysis/$i-trimm -o 
~/Escritorio/Majo/QS_Analysis/FastQCresults 
done 
################################################################### 
#------------Filtrado del hospedero: Mapeo a C. sinensis----------- 
################################################################### 
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 -f1 $i-unmapped.sam | sort | uniq > $i-unmapped_ids.lst 
 seqtk subseq ~/Escritorio/Majo/$i.fastq $i-unmapped_ids.lst > 
$i-unmapped.fastq 
done 
################################################################### 
#------------Estimación de frecuencia de genotipos---------------- 
################################################################### 
for i in $(ls | grep unmapped.fastq | rev | cut -c16- | 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.fastq -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 $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 bam2fq $i-mapped-CTV-db-5.bam > $i-CTV-db-5-
mapped.fastq 
 rm $i-mapped-CTV-db-5.bam $i-mapped-CTV-db-5.sam $i-CTV-db-
5.sam 
done 
bowtie2-build MH186146_5_10881nt.fasta MH186146_5_db 
bowtie2-build DSST_13_5_10844nt.fasta DSST_13_5_db 



 120 

 
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.fastq -S 
$i-mapped-freq-5-RB.sam 
 samtools view -S -F4 $i-mapped-freq-5-RB.sam > $i-freq-5-RB.sam 
 samtools view -bST MH186146_5_10881nt.fasta $i-freq-5-RB.sam > 
$i-freq-5-RB.bam 
 samtools sort -o $i-freq-5-RB-sorted.bam $i-freq-5-RB.bam 
 samtools view -h -F4 -b $i-freq-5-RB-sorted.bam > $i-freq-5-
RB-map_bam 
 samtools index $i-freq-5-RB-map_bam $i-freq-5-RB-map.bai 
 samtools depth -d10000000 $i-freq-5-RB-map_bam > $i-freq-5-RB-
map_depth.txt 
 samtools stats -c 1,1000,1 $i-freq-5-RB.bam > $i-freq-5-RB-
coverage 
 samtools index $i-freq-5-RB-sorted.bam $i-freq-5-RB-
sorted.bam.bai 
 cut -f1 $i-freq-5-RB.sam | sort | uniq > $i-mapped-to-5-RB-
ids.lst 
 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-freq-5-VT.sam > 
$i-freq-5-VT.bam 
 samtools sort -o $i-freq-5-VT-sorted.bam $i-freq-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-freq-5-VT-map_bam > $i-freq-5-VT-
map_depth.txt 
 samtools stats -c 1,1000,1 $i-freq-5-VT.bam > $i-freq-5-VT-
coverage 
 samtools index $i-freq-5-VT-sorted.bam $i-freq-5-VT-
sorted.bam.bai 
 cut -f1 $i-freq-5-VT.sam | sort | uniq > $i-mapped-to-5-VT-
ids.lst 
 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 
 uniq -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.fastq 
 bowtie2 -p 4 -x MH186146_5_db -U $i-compartido-VT-RB.fastq -S 
$i-mapped-compartido-5-vs-RB.sam 
 samtools view -S -F4 $i-mapped-compartido-5-vs-RB.sam > $i-
compartido-5-vs-RB.sam 
 samtools view -bST MH186146_5_10881nt.fasta $i-compartido-5-
vs-RB.sam > $i-compartido-5-vs-RB.bam 
 samtools sort -o $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 $i-compartido-5-vs-RB-map_bam > $i-
compartido-5-vs-RB-map_depth.txt 
 samtools stats -c 1,1000,1 $i-compartido-5-vs-RB.bam > $i-
compartido-5-vs-RB-coverage 
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 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.fastq -S 
$i-mapped-compartido-5-vs-VT.sam 
 samtools view -S -F4 $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 > $i-compartido-5-vs-VT.bam 
 samtools sort -o $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 $i-compartido-5-vs-VT-map_bam > $i-
compartido-5-vs-VT-map_depth.txt 
 samtools stats -c 1,1000,1 $i-compartido-5-vs-VT.bam > $i-
compartido-5-vs-VT-coverage 
 samtools index $i-compartido-5-vs-VT-sorted.bam $i-compartido-
5-vs-VT-sorted.bam.bai 
done 
################################################################### 
#----------Análisis y anotación de variantes genéticas------------- 
################################################################### 
####### 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 $(ls | grep unmapped.fastq | rev | cut -c16- | 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 bam2fq $i-mapped-CTV-db.bam > $i-CTV-db-mapped.fastq 
 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 $(ls | grep unmapped.fastq | rev | cut -c16- | 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 
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 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 bam2fq $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.fastq -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_13-mapped-VT.bam > DSST_13-VT-
coverage 
samtools index DSST_13-VT-sorted.bam DSST_13-VT-sorted.bam.bai 
samtools bam2fq DSST_13-mapped-VT.bam > DSST_13-VT-mapped.fastq 
############ EXTRACCIÓN DE READS UNICOS Y COMPARTIDOS ############## 
#Para RB:      (Lo opuesto se hizo para VT) 
cut -f1 DSST_13-mapped-RB.sam | sort | uniq > DSST_13-mapped-RB-
ids.lst 
samtools view -S -f4 DSST_13-RB.sam > DSST_13-unmapped-RB.sam      
cut -f1 DSST_13-unmapped-RB.sam | sort | uniq > DSST_13-unmapped-RB-
ids.lst 
seqtk subseq DSST_13-trimm.fastq DSST_13-unmapped-RB-ids.lst > 
DSST_13-unmapped-RB.fastq 
bowtie2 -p 4 -x DSST_13_VT_ref -U DSST_13-unmapped-RB.fastq -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 -f1 13-unm-RB-map-VT.sam | sort | uniq > 13-unm-RB-map-VT-ids.lst 
#Para VT:       
cut -f1 DSST_13-mapped-VT.sam | sort | uniq > DSST_13-mapped-VT-
ids.lst 
samtools view -S -f4 DSST_13-VT.sam > DSST_13-unmapped-VT.sam      
cut -f1 DSST_13-unmapped-VT.sam | sort | uniq > DSST_13-unmapped-VT-
ids.lst 
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 -f1 13-unm-VT-map-RB.sam | sort | uniq > 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 
uniq -D mapped-to-both > duplicates 
uniq -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.fastq 
seqtk subseq DSST_13-trimm.fastq 13-unm-RB-map-VT-ids.lst > 13-
unicos-VT.fastq 
######### ANALISIS CON DATASETS SIN READS COMPARTIDOS ########### 
bowtie2 -p4 -x CTV_db -U DSST_13-unmapped.fastq -S 13-mapeo-CTV-
db.sam 
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samtools view -S -F4 13-mapeo-CTV-db.sam > 13-mapeados-db.sam 
cut -f1 13-mapeados-db.sam | sort | uniq > 13-mapeados-ids.lst 
cat 13-mapeados-ids.lst unique-shared-reads-ids.lst | sort > 
todosmasrepetidos 
uniq -c todosmasrepetidos | sort | egrep '1 ' | cut -c9- > 13-
sinrepetidos-ids.lst 
seqtk subseq DSST_13-trimm.fastq 13-sinrepetidos-ids.lst > 13-
sincompartidos.fastq 
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 $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 -o $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.fastq -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 -o $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 > $i-
sincompartidos-vs-VT-coverage 
 samtools index $i-sincompartidos-vs-VT-sorted.bam $i-
sincompartidos-vs-VT-sorted.bam.bai 
done 
########## ANALISIS CON DATASETS CON READS COMPARTIDOS ########### 
for i in $(ls | grep 13-compartidos.fastq | rev | cut -c19- | rev | 
uniq)  
do 
 echo "el nombre del archivo es : $i" 
 bowtie2 -p 4 -x MH186146_ref -U $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 
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 samtools sort -o $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 > $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 -o $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 > $i-
compartidos-vs-VT-coverage 
 samtools index $i-compartidos-vs-VT-sorted.bam $i-compartidos-
vs-VT-sorted.bam.bai 
done 
####################### DETECCIÓN DE SNPs ######################### 
#            ----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.vcf 
done 
###################### ANOTACIÓN DE SNPs ####################### 
#            ------snpEff----    
 
java -jar snpEff.jar MH186146.1 
~/Escritorio/Majo/QS_Analysis/DSST_17-filtered-freq.vcf > DSST_17-
ann.vcf 
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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/13comRB-filtered-freq.vcf > 13comRB-
ann.vcf 
java -jar snpEff.jar MH186146.1 ~/Escritorio/Majo/QS_Analysis/13wo-
RB-filtered-freq.vcf > 13wo-RB-ann.vcf 
java -jar snpEff.jar DSST_13_VT_refseq 
~/Escritorio/Majo/QS_Analysis/13comVT-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 
################################################################### 
#-----------------Reconstrucción de Haplotipos--------------------- 
################################################################### 
#              ----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 
 


