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RESUMEN

El algarrobo (Neltuma pallida) constituye un componente ecolégico y
socioeconémico clave de los bosques secos del norte del Peru; sin embargo,
desde inicios del siglo XXl se ha registrado un sindrome progresivo de
decaimiento y mortalidad cuya etiologia no ha sido esclarecida. La presente
investigacion tuvo como objetivo evaluar la posible asociacion de Closterovirus
spp. con dicho sindrome mediante enfoques moleculares y bioldgicos
complementarios, con énfasis en el uso del secuenciamiento de préxima
generacion. Se realiz6 la caracterizacion sintomatolégica de arboles sanos y
afectados en bosques de Piura, seguida de la extraccion y evaluacion de la
calidad del ARN total a partir de cambium y hojas. EI ARN del cambium presenté
mejores indicadores de pureza e integridad, por lo que fue priorizado para el
andlisis transcriptomico. EI RNA-Seq, realizado en plataforma Illumina, no
evidencio la presencia de virus episomales activos; en cambio, se identificaron
secuencias asociadas a virus endogenos (rhabdovirus y pararetrovirus) y
mitovirus relacionados con regiones del genoma mitocondrial de N. pallida. Los
analisis metatranscriptomicos y taxondmicos tampoco revelaron lecturas virales,
aunque se observé una mayor carga microbiana en muestras provenientes de
arboles severamente afectados. La deteccion mediante RT-PCR permitié
amplificar el gen de la proteina de la capside del virus de la tristeza de los citricos
(CTV), los productos obtenidos evidenciaron una baja relacion viral cercanas al
96%. Finalmente, las pruebas de indexado biolégico no demostraron transmision
de la enfermedad. En conjunto, los resultados indican que el sindrome de
decaimiento del algarrobo no estaria asociado a infecciones virales activas
detectables por RNA-Seq, y resaltan la importancia de integrar metodologias

dirigidas y no dirigidas para el diagnostico de enfermedades forestales complejas.

Palabras clave: Sindrome de decaimiento, Neltuma pallida, Closteroviridae,
Secuenciacion de alto rendimiento, Secuenciacion por terminacion de cadena,

Indexado.
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ABSTRACT

The carob tree (Neltuma pallida) is an essential ecological and socioeconomic
component of the dry forests of northern Peru; however, since the early twenty-
first century a progressive syndrome of decline and mortality has been recorded,
the etiology of which remains unclear. The aim of this study was to evaluate the
possible association of Closterovirus spp. with this syndrome through
complementary molecular and biological approaches, with emphasis on next-
generation sequencing. Symptom characterization of healthy and affected trees
was carried out in forests of Piura and Tumbes, followed by extraction and
assessment of total RNA quality from cambium and leaves. Cambium RNA
showed better purity and integrity indicators, and was therefore prioritized for
transcriptomic analysis. RNA-Seq, performed on an lllumina platform, did not
reveal the presence of active episomal viruses; instead, sequences associated
with endogenous viruses (rhabdovirus and pararetrovirus) and mitoviruses related
to regions of the mitochondrial genome of N. pallida were identified.
Metatranscriptomic and taxonomic analyses also did not reveal viral reads,
although a higher microbial load was observed in samples from severely affected
trees. Detection via RT-PCR enabled amplification of the coat protein gene of
citrus tristeza virus (CTV), and the resulting products showed a low viral
relationship of about 96%. Finally, biological indexing tests did not demonstrate
disease transmission. Taken together, the results indicate that the carob decline
syndrome is likely not associated with active viral infections detectable by RNA-
Seq, and highlight the importance of integrating targeted and untargeted

methodologies for diagnosing complex forest diseases.

Keywords: Decline syndrome, Neltuma pallida, *Closteroviridae*, High-

throughput sequencing, Chain-termination sequencing, Indexing
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I. INTRODUCCION

El algarrobo (Neltuma pallida) forma parte del bosque xerofitico ecuatorial del
noroeste peruano a partir de la Latitud 7°S hacia el Norte, departamentos de
Lambayeque, Piura y Tumbes (Mostacero et al., 2007; Cairati, 2013), en una
superficie de 1,8 millones de ha (Cardich, 1997). Es un recurso multipropésito
muy importante como alimento para el ser humano y animales, madera, lefia y
carbon, miel, como bosques y comunidades en zonas aridas, cubierta vegetal,
mejora del suelo, mejora del microclima y en la disponibilidad del agua
(Mostacero et al., 2007; Kometter y Reynel, 2022).

El problema que da origen a esta investigacion es la enfermedad emergente
conocida como “decaimiento y muerte” de arboles de algarrobo que se observa
a partir del afio 2000 (Llontop, 2013). Kometter y Reynel (2022) informan la
muerte del 40% de arboles en pie y 27% en transito hacia la muerte, reduciendo
gradualmente su superficie de cobertura, afectando su ecosistema vy

profundizando las desigualdades socioecondémicas en las poblaciones rurales.

El Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre [SERFOR ,20197], atribuye la
vulnerabilidad del algarrobo a la combinacién de factores antrépicos y de origen

natural como el cambio climéatico.

Por su complejidad, se le conoce como el “sindrome de decaimiento y muerte
del algarrobo”, con alta incidencia en Tumbes, Piura y Lambayeque, hasta la

fecha, no se ha establecido un diagnostico etioldgico preciso.

Estudios preliminares detectaron proteinas de virus familia Closteroviridae
similares a los virus de la tristeza de los citricos (CTV) y virus del enrollamiento
de la vid (GLRaVs) en hojas de algarrobo (Investigacién y Capacitacion en
Biotecnologia Molecular [INCABIOTEC], 2020).

Juédez-Noé y Gonzales-Coronado (2020) reporta 189 especies, 175 géneros, 84

familias y 12 6érdenes de insectos. Coledptera con 69 especies, Himenoptera con
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36 especies, Coccinellidae y Formicidae con 11y 10 especies, respectivamente.
Del total de especies registradas, 68 son fitofagos y el insecto plaga méas

emblematico es el diptero Enallodiplosis discordis que afecta el follaje

El hongo Hypoxylon diatrypeoides causa la muerte regresiva y resinosis del

algarrobo en Zapotitlan, Puebla, México (De la Torre-Almaraz et al., 2009).

En condiciones de invernadero, Lasiodiplodia y Pestalotiopsis se reportan como
agentes causales del cancro y muerte regresiva que empieza en los cortes de

poda en plantas jovenes de algarrobo (Lesney y Felker, 1995).

El diagnostico sintomatico puede ser erréneo por confusiones asociadas con
sintomas debido a interacciones entre el huésped y el virus o al estrés abiobtico;
por lo que, se requieren plataformas de diagnostico fiables y de aceptacion oficial
(Joo-jin et al., 2014).

El objetivo general de la presente investigacion fue evaluar por secuenciamiento
de proxima generacién la presencia de Closterovirus relacionadas con el
sindrome del decaimiento y muerte de Neltuma spp. Los objetivos especificos
fueron: describir la sintomatologia, realizar la extraccion de ARN total del
cambium y hojas del algarrobo, analizar el secuenciamiento del ARN mediante
la técnica de proxima generacion (NGS) de secuenciacion masiva illumina la
presencia de Closterovirus u otros virus relacionados, analizar el
secuenciamiento del ADNc realizado mediante la técnica de secuenciacion de
Sanger o de terminacion en cadena y realizar el indexado de é&rboles de
algarrobo fuente en plantas indicadoras de algarrobo. Se pretende ganar
conocimientos sobre virus asociados a esta enfermedad que serian las bases

para establecer estrategias de manejo integrado.
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ll. REVISION DE LITERATURA

1. El algarrobo
1.1 Taxonomia e identificacion

Segun Burkat (1976), el algarrobo palido, huarango pertenece al reino Plantae,
Divisiobn Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida, Orden Fabales, familia Fabaceae,
subfamilia Mimosoideae, tribu Mimoseae, Género Prosopis, especie Prosopis
pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Kunth., considerandolo un género muy
heterogéneo y dividiéndolo en las secciones Algarobia, Strombocarpa y Prosopis
(sensu stricto), ubica a P. pallida en la seccion Algarobia. Koenen et al. (2020)
analizaron 997 genes nucleares y demostraron que solo 69 arboles de genes
apoyan la relacion tradicional de grupo hermano, mientras que 629 arboles
entran en conflicto con esa topologia, por lo que consideraron a Prosopis como
polifilético, rescatando los géneros Anonychium, Neltuma y Strombocarpa, sus
miembros provienen de diferentes linajes evolutivos. Hughes et al. (2022) han
realizado una reasignacion taxonémica fundamental y lo han reclasificado dentro
del género Neltuma, bajo el nombre cientifico Neltuma pallida (Humb. & Bonpl.
ex Willd.) Hughes & Lewis (subfamilia Caesalpinioideae), nueva categorizacion
gue, no solo responde a su herencia genética, sino que también se apoya en
caracteristicas morfolégicas distintivas, como la presencia de espinas axilares,
ya sean solitarias o emparejadas, que facilitan su identificacién frente a otros

géneros segregados.
1.2 Sinonimia

En Perd se denomina “algarrobo” o algarrobo péalido, algarrobo blanco,
“Huarango” (FAO, s. f.), “Guarango. “Mesquite” en México y “Tamarugo” en el
norte de Chile (Cardich, 1977).
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1.3 Distribucién geografica

Pasiecznik et al. (2001) han dividido los algarrobos de zonas aridas y semiaridas
en cinco regiones: Asia, Africa, Norteamérica, Centroamérica y Sudamérica. Las
especies nativas de Asia de la Seccidn Prosopis son: P. cineraria, P. farctay P.
koelziana, nativas del Medioeste. La especie nativa de Africa P. africana, es
Unica de la Seccion Anonychium. Las 40 especies restantes de las secciones
Strombocarpa, Monilicarpa y Algarobia, son nativas de tres areas geograficas de
América: i) Norte de México y USA, ii) Argentina y paises vecinos, iii) una zona
central intermedia poblada principalmente por P. juliflora y P. pallida, en el norte,
centro y Sudamérica y El Caribe.

1.4 Genética

Hunziker et al. (1995) estudiando el nimero de cromosomas y la formacion de
hibridos naturales de Prosopis, lo establecieron como un género con alta
similitud genética que permite la hibridacion, a menudo diploide (2n=28) pero con
instancias de poliploidia, destacan la especiacion en curso y los desafios en su

clasificacion. Caycho (2023) secuenciando el ADN por la metodologia

illumina ensamblé el genoma cloroplastidial de N. pallida, evidenciando un
genoma de 162381 pb con un contendido GC% de 35.97%, por un total de 132
genes: 85 codificantes de proteinas, 8 codificantes de ARNr y 39 codificantes de
ARNt. Ademas, demostré que 19 de estos genes son duplicados y 18 genes
presentan al menos un intron. Finalmente, encontré diferentes tipos de
secuencias repetitivas, siendo las mas abundantes las repeticiones en tandem
(n = 306) e identifico 250 secuencias repetitivas directas, 240 secuencias

invertidas y 33 de palindromos.
1.5 Especies en el Peru

Segun Mostacero et al. (2009), las principales especies de Neltuma reportadas
en el Pera son; i) N. peruviana (L. Vasquez, Escurra & Huaman) C.E. Hughes &
G.P. Lewis, comb. nov., con material tipo de Apurimac, provincia de
Andahuaylas, distrito de Sapichaca, ii) N. pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.) C.E.
Hughes & G.P. Lewis, comb. nov., con material tipo de Perd, prov. Jaén de

Bracamoros, paso de Matara, “in América meridionali”, iii) N. piurensis (L.
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Vasquez, Escurra & Huaman) C.E. Hughes & G.P. Lewis, comb. nov. Con
material tipo de Peru, Piura, prov. Sullana, borde de carretera panamericana
cerca al puente del rio Chira, iv) N. limensis (Benth.) C.E. Hughes & G.P. Lewis,

comb. nov., con material tipo de Peru, Lima.

Ayabu et al. (2015) y Shackleton et al. (2014) mencionan que muchas especies
de Neltuma son conocidas como invasoras y se pueden encontrar en Africa y
Asia, haciendo recomendaciones para su manejo sustentable y control. Cardich
(1997) menciona que N. pallida es originaria de América y en el Pera se
encuentra en el bosque seco costero de los departamentos de La Libertad,
Lambayeque, Piura y Tumbes.

Ramoén Ferreyra (como se citd en Cairati, 2013) afirma que, en la region andina,
y en particular en Perq, es posible identificar tres especies de Neltuma: pallida,
juliflora y affinis, predominando pallida en la costa norte, presente en cuatro
formas: pallida, annularis, armata y decumbens. Segun Cardich (1997), la forma
annularis se conoce como “algarrobo cachito” por sus frutos anillados, la
decumbens llamado “algarrobo achaparrado” y la forma affinis “algarrobo pava”
tiene frutos morados, presente desde el Norte de Argentina hasta la franja de la
Costa Norte peruana, la forma pallida seria la mas difundida y tipica de la Costa

Norte de Peru.
1.6 Morfologia

Los algarrobos son arboles xerdfilos siempre verdes que miden entre 8 - 18 - 20
m de altura. Sus ramas son gruesas, alternas, ascendentes y extendidas que se
bifurcan entre 10-150 cm sobre el suelo; hojas compuestas bipinnadas oblongas
y pequefias de color verde con pocos pares de pinnulas opuestas; con espinas
axilares de hasta 4 cm de largo; flores pequefas verde amarillentas,
pubescentes pentameras, hermafroditas, caliz campanulado, corola con pétalos
lineales fusionados o mas o menos libres, que forman una inflorescencia o
espiga cilindrica; frutos son vainas rectas con mesocarpio carnoso, pulpa dulce
y fibrosa hasta con 30 semillas y entre 10 y 25 cm de largo; semillas ovoides
comprimidas, con pleurograma en las caras, duras, con endospermo
mucilaginoso, con cotiledones planos, redondeados y epigeos (Burkart, 1976;
Skolmen, 1990; Pera Ecoldgico, 2009; Dostert et al., 2012).
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1.7 Ecologiay usos

Predomina en el bosque tropical seco costero con precipitaciones que van de
300 a 500 mm, resiste a estaciones secas hasta 10 meses de sequia,
temperaturas superiores a 25° C y humedad relativa entre 60-70%. adaptable a
suelos pobres, que mejora el ecosistema vy fertilidad del suelo fijando nitrégeno
atmosférico con bacterias del género Rhizobium, crea microclimas con su

sombra y humedad (Aguilera, 2014).

Importante como alimento, ayuda a la proteccién de los recursos naturales frente
a los UV, es fuente de alimento de insectos y aves, regula las temperaturas; es
un recurso de gran importancia econémica y ecoldgica para los pobladores y es
considerada de usos multiples (Mostacero Leo6n, 2011). Su uso como
combustible para la cocina, lefia o carbon y el gran valor nutritivo de sus frutos
no solo para alimentacion animal sino para alimentacion humana, forraje y la
industrializacion para la obtencion de algarrobina, alcohol de algarrobo, taninos
y productos medicinales (Diaz, 1995). Su madera se utiliza como material de
construccion (Depenthal & Meitzner, 2017). Es de gran importancia ecolégica
para el mantenimiento de su habitat, provee de una barrera fisica que evita la
erosion del suelo causada por el aire (Okin & Gillette, 2001), mantiene el
ambiente adecuado para la vida al regular la temperatura y humedad (Berry et
al., 2013); aporta fertilidad al suelo a través de la materia organica de sus hojas
(Salazar et al., 2021) y es esencial para los animales del bosque seco (Cruzado
et al., 2019).

2. Enfermedades del algarrobo
2.1 Hongos y pseudohongos

Srivastava y Mishra (1998) observaron en la India la “pudricion” de la raiz por
Fusarium spp. en plantas jovenes de P. juliflora y la pudricion del collar por
Macrophomina phaseolina; en arboles mas viejos observaron Colletotrichum
capsici en hojas y reportan un cancro del tallo por Botryodiplodia theobrmae.
Lesney y Felker (1995) reportan Lasiodiplodia sp. y Pestalotiopsis sp. causando

cancros y la muerte regresiva de las puntas de P. glandulosa en los EE. UU.
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El Ministerio de agricultura [MINAGRI]. (2015), reporta haber aislado de los
bosques de algarrobo de Lambayeque, Piura y Tumbes a los hongos
Colletotrichum gloeosporioides de cancros circulares en ramas delgadas,
Lasiodiplodia theobromae asociado a muerte regresiva, Sphaeropsis sp. en
ramas asociado a varios sintomas; afirma que los sintomas observados podrian

tratarse de agentes abioticos u otros agentes dafinos como insectos.

Llontop (2013) afirma que el cambio climético ha impactado en la declinacion del
algarrobo, siendo la sequia la causa principal de la muerte de arboles jovenes;
la variacién climatica ha favorecido el desarrollo de agentes biol6gicos dafiinos
al algarrobo; propuso a los hongos Phomospsis spp., Phoma spp.,
Colletotrichum spp., Alternaria alternata, Fusarium roseum, Fusicoccum spp.
asociados al declinamiento y muerte de arboles. También, reporta al
basidiomiceto Ganoderma applanatum y la planta parasita suelda con suelda
(Psittacanthus spp.) afectando el algarrobo.

En Ica — Pert, Alvarez et al. (2007) reportan a Phytophthora syringae causando
lesiones en la corteza y cancro sangrante en tallos y ramas de arboles de
Prosopis pallida en los parques de Ica y que los arboles severamente afectados

murieron por la enfermedad.
2.2 Virus
2.2.1 Concepto

Los virus fitopatégenos son parasitos obligados sin metabolismo propio, capaces
de replicarse solo en células vegetales. Su material genético, de ADN o ARN,
esta protegido por una capside proteica y, en algunos casos, por una envoltura
lipidica (Agrios, 2005; Gergerich et al., 2006).

2.2.2 Material genético

En plantas predominan los virus de ARN de cadena simple: los de sentido
positivo funcionan como ARNm, mientras que los de sentido negativo requieren
transcripcion previa. También existen virus con ARN de doble cadena y genomas
de ADN simple o doble, aunque estos son menos comunes en vegetales (Agrios,
2005; Hull, 2014).
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2.2.3 Ingreso y transmisién

No matan a la célula vegetal, ingresan por heridas y vectores (insectos,
nematodos, hongos), herramientas, semilla, propagacion vegetativa y polen,
tienen dos formas estructurales basicas: icosaédricas y helicoidales (Dal B6,
2020).

2.2.4 Familia Closteroviridae

Los virus de esta familia poseen genomas de ARN monocatenario o de hebra
simple (ARNSsSs), de sentido positivo, mono — bi - o tripartitos, con longitudes entre
13y 19 kb. Son particulas filamentosas no envueltas, y pueden medir entre 650
y 2200 nm de largo por 12 nm de diametro. Infectan de manera semipersistente
(Fuchs et al., 2020) mediante pulgones, moscas blancas y cochinillas plantas
dicotiledoneas, muchas de ellas frutales. Incluye los géneros Ampelovirus,

Closterovirus, Crinivirus y Velarivirus (Dolja et al., 2020).

El virus de la tristeza de los citricos (CTV), perteneciente al género Closterovirus,
presenta particulas filamentosas de aproximadamente 2000 nm de longitud y 12
nm de diametro, y un genoma de ARNss (cadena simple) positivo de cerca de
20 kb con 12 ORFs. Es considerado la virosis mas destructiva para la citricultura
mundial, responsable de la muerte de millones de arboles y de severas pérdidas

econdmicas (Bar-Joseph et al., 1979; Verano & Sanchez, 2024).
2.2.5 Diagndstico de virus por técnicas moleculares

Los métodos clasicos para el diagndstico de virus y viroides fitopatégenos han
sido especificos (serolégicos/moleculares especificos) y no especificos (plantas
de prueba indicadoras, indexado y microscopia electronica). Los primeros
dirigidos a una o pocas especies virales, necesitan un conocimiento a priori de
los patdgenos que se estan probando; los no especificos no requieren un
conocimiento especifico de los patdégenos; pero con frecuencia solo clasifican los
virus a nivel de género basandose en los caracteres fisicos/biolégicos
compartidos (Pecman et al., 2017). Entre las técnicas moleculares, la PCR
multiplex se utiliza cada vez mas para la deteccion rapida, especifica y sensible
de virus porque mejora la eficiencia de la PCR, probablemente se adaptara para
la deteccion simultanea de virus de un cultivo en particular (Lépez et al., 2003).
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a) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Permite obtener in vitro millones de copias de un fragmento de ADN a partir de
una sola molécula. Basada en la replicacion celular en la que actian varias
proteinas para sintetizar dos nuevas hebras de ADN a partir de otra que funciona
como molde. La enzima mas importante en la replicacion es el ADN polimerasa,
encargada de incorporar nucleétidos durante la sintesis de las nuevas cadenas
de ADN (Serrato et al, 2014).

b) Latranscripcion inversa (RT)

La transcripcion inversa o retrotranscripcion es la sintesis de una molécula de
ADN a partir de una hebra de ARN plantilla, catalizada por la enzima
retrotranscriptasa o invertasa, caracteristica de los retrovirus, mediante la adicion
de desoxirribonucleotidos de uno en uno en el extremo 3’ de la cadena de ADN
naciente y, luego permite analisis posteriores (Southern blot, PCR, NGS)
(Saladrigas y Claros, 2002).

2.2.6 Diagnostico de virus por secuenciacion de bajo rendimiento o

método de Sanger

Consistié en la mezcla de reaccion conteniendo el ADNss, un primer, ADN
polimerasa y los cuatro dNTPs marcados radiactivamente con radioisétopos, lo
gue permitia visualizar las bandas resultantes por autorradiografia (Sanger et al.,
1997). Con el desarrollo de la tecnologia, se reemplazé por sistemas basados
en fluorocromos, en los que cada ddNTP esta marcado con un color diferente,
permitiendo la lectura automatizada mediante detectores opticos (Smith et al.,
1986). Se divide en cuatro reacciones y se afiade uno de los ddNTPs: ddATP,
ddGTP, ddCTP o ddTTP, a cada reacciéon. Una vez que el ADN polimerasa
incorpora los ddNTPs se detiene la extension de la cadena de ADN,
generandose fragmentos de diferentes tamanos, anadidos en el extremo 5’ por
el primer y en el extremo 3’ por ddNTP o terminador, especificos para esta
reaccion. Con un equilibrio adecuado entre los dNTP y los ddNTP, se obtiene un
conjunto de fragmentos de diferentes tamafios que terminan en todos los
nucleotidos de la molécula complementaria a la secuencia de ADN que se
necesita seguir, se obtiene un patréon de bandas al separar los fragmentos por
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electroforesis capilar y continuando con la secuencia. El orden de los nucleétidos
en la molécula de ADN se logra por la velocidad de migracion de los fragmentos.
(Ongay-Larios y Cddiz, 2021; Valderrama et al., 2020).

2.2.7 Diagnostico de virus por secuenciacién masiva de nueva generacion

(NGS) y secuenciacion de alto rendimiento (HTS)

Ambas se refieren esencialmente a un conjunto de tecnologias que permiten
hacer dmicas, secuencian millones de fragmentos de ADN o ARN en paralelo,
de forma masiva, mucho mas rapida y econdémica que el método tradicional que
Sanger. El descubrimiento de nuevos virus/viroides y nuevos huéspedes ha
aumentado rapidamente después de la introduccion de la secuenciacion de
proxima generacion (NGS). Las tecnologias NGS aportan un enfoque genérico
no especifico para identificar virus, no requieren conocimiento previo sobre
patdgenos objetivos, pero pueden ofrecer resultados especificos especie/cepa
(Adams & Fox, 2016).

A partir del 2009 se vienen utilizando las tecnologias NGS para deteccion de
virus en plantas y (Adams et al., 2009; Al Rwahnih et al., 2009; Kreuze et al.,
2009). Posteriormente, se han desarrollado diferentes métodos de preparacion
de muestras, basandose mas comunmente en diferentes entradas de acidos
nucleicos: ARN total (totRNA); ARN total empobrecido en ARN ribosémico (ARN
tot empobrecido en ARNr); ARN bicatenario (ARNbc); ARN de interferencia
pequefio (ARNs) derivado de virus; ARN de particulas virales purificadas o
parcialmente purificadas; ARN poliadenilado (ARN poli A); y ARN tras hibridacion
sustractiva con ARN de plantas sanas (Roossinck et al., 2015; Wu et al., 2015;
Adams & Fox, 2016).

La secuenciacion gendmica, determina el orden o secuencia de los nucleotidos
de los genes del genoma del virus, componentes basicos de los acidos nucleicos
ARN o ADN. La mayoria de virus que infectan plantas constan del ARN de
cadena simple a diferencia del ADN de cadena doble. Los genes del ARN de los
virus estan constituidos por cadenas de nucleétidos que estan unidas entre si y

cifradas por las letras A, C, Gy U.
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La cuantificaciéon de las particulas virales permite asociar la intensidad del

sintoma con la acumulacion de variantes del virus (Solano-Luna et al., 2018).
a. Tecnologia ARNseq

Herramienta transcriptomica de secuenciacion de ADNc basada en los
desarrollos NGS. El ARN total o ARNm, capturado se fragmenta y convierte en
una libreria de ADNc. Segun Wang et al. (2009), la fragmentacion del ARN o del
ADNc que mayormente se hace posteriormente a su sintesis, se realiza o bien
por nebulizacion, por digestion con enzimas de restriccion o a través del uso de
cationes divalentes bajo condiciones de presiones elevadas. Los adaptadores de
secuencias conocidas que se ligan en los extremos 3y 5°de cada fragmento de
ADNCc, son necesarios para su secuenciacion. La cantidad del ARNm que se
requiere es entre 5y 10 ug, con una concentracion alrededor de 500 ng/uL. Esta
tecnologia da una cobertura completa de transcriptos y los datos que arrojada
son de una alta precisiéon con respecto a los niveles de expresion génica que se
obtienen a través de la gPCR (Nagalakshmi et al., 2008; Wang et al., 2009; Ward
et al., 2012].

a.1l Plataforma illumina

La secuenciacion por sintesis de Solexa/lllumina se basa en la amplificacion en
puente y el uso de nucleotidos terminadores reversibles marcados con
fluoréforos descritos en estudios fundamentales sobre tecnologias de
secuenciacion y ARN-seq (Wang et al., 2009; Metzker, 2010; Garber et al., 2011,
Egan et al., 2012).

El proceso inicia con la preparacion de la muestra, donde se afiaden a los
fragmentos de ADN o ADNc unas secuencias especificas denominadas
adaptadores. Durante una amplificacibn por PCR de ciclo reducido, se
incorporan motivos adicionales, como los sitios de unidon del cebador de
secuenciacion, los indices (barcodes) y las regiones complementarias a los

oligos inmovilizados en la flow cell. (Bentley et al., 2008).

El siguiente paso es la generacion de clusters. Los fragmentos con adaptadores
se introducen en la flow cell, donde se desnaturalizan (cuando provienen de

ADNCc) y los adaptadores se hibridan con los oligonucleétidos fijados a la
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superficie sélida, que actian como cebadores en orientacion forward o reverse.
Esto permite la formacidén de puentes que facilitan la amplificacion isotérmica.
Cada ciclo de desnaturalizacion y amplificacion genera multiples copias del
fragmento original, produciendo millones de clusters clonales. Una vez
amplificados, los productos se desnaturalizan nuevamente, dejando las plantillas
listas para iniciar la sintesis. (Bentley et al., 2008; Metzker, 2010).

El tercer paso corresponde a la secuenciacion propiamente dicha. La extension
del primer cebador genera la primera lectura (Read 1). Los nucledtidos
fluorescentes compiten por su incorporacion y, en cada ciclo, se afiade un solo
nucleotido determinado por la secuencia molde. Tras cada incorporacion, los
clusters se excitan mediante una fuente de luz y emiten una sefal fluorescente
caracteristica. La llamada de bases se realiza en funcion de la longitud de onda
y la intensidad de la emision. EI numero total de ciclos define la longitud de la
lectura, y millones de clusters se secuencian simultdneamente en un proceso
masivamente paralelo (Ju et al., 2006; Guo et al., 2008; Metzker, 2010).

Finalizada la primera lectura, el producto se elimina por lavado y se hibrida el
cebador para la lectura del indice 1 (Index 1), que se genera de manera analoga.
Luego se lava nuevamente la superficie y se desprotegen los extremos de la
plantilla para permitir su plegamiento y exposicion del segundo oligo. A
continuacion, se obtiene la lectura del indice 2 (Index 2). Posteriormente, la
polimerasa extiende el segundo oligo formando un puente bicatenario, el cual se
linealiza y se bloquean sus extremos. La cadena forward original se escinde,

dejando disponible la cadena reverse (Bentley et al., 2008).

Finalmente, se hibrida el cebador correspondiente para la segunda lectura (Read
2) y la secuenciacion continda con el mismo principio que en Read 1. Tras
completar esta fase, el producto de la lectura se elimina por lavado. Todo este
proceso genera millones de lecturas que representan los fragmentos de la
biblioteca, y las secuencias de cada muestra se separan posteriormente en

funcién de sus indices (Metzker, 2010).

Cada flow cell de lllumina contiene ocho carriles o lanes y cada uno de ellos
actualmente tiene un rendimiento de 150 millones de lecturas o reads. La

longitud de lecturas generadas es del rango de 50-100 nucleétidos, que pueden
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ser lecturas sencillas desde un solo extremo, SE (del inglés single end
sequencing reads) o bien lecturas desde ambos extremos PE (del inglés pair end
sequencing reads) (Wang et al., 2009; & Garber et al., 2011). Aunque las
longitudes son relativamente cortas, el alto numero de lecturas generadas
incrementa la cobertura y permite en muchos casos extender la secuencia hasta
poder, en algunos casos, reconstruir transcritos completos o ensamblajes
altamente precisos (Wang et al., 2009; Garber et al., 2011). La multiplexacién de
varias bibliotecas en un mismo carril disminuye proporcionalmente el nimero de
lecturas por muestra, ya que la capacidad total de secuenciacion se reparte entre
todas las bibliotecas cargadas (Quail et al., 2012; lllumina, 2025a). Debido a esta
alta profundidad, las plataformas lllumina son ampliamente utilizadas tanto para
transcriptdmica como para estudios metataxondmicos basados en marcadores
como 16S e ITS, y también para ensamblaje de genomas a partir de fragmentos
cortos (Caporaso et al., 2011).

2.2.8 Diagnostico de virus por protedmica

Las oOmicas son disciplinas biolégicas, campos de estudio o estrategias
analiticas, que estudian de manera global conjuntos completos de moléculas en
un organismo, analizando la interaccién planta-microbioma. Usan los datos
generados por plataformas de secuenciacion de nueva generacion NGS/HTS
(Hassin et al., 2017).

La protedmica en el diagnostico de virus en plantas se define como el estudio a
gran escala del conjunto total de proteinas expresadas por la planta huésped y/o
por el virus durante la infeccion, con el fin de identificar proteinas virales, cambios
en la expresién proteica del hospedero, y biomarcadores asociados a la
patogénesis viral. Mediante técnicas como la electroforesis bidimensional (2-
DE), la espectrometria de masas (MS) y el analisis protedmico dirigido, permite
detectar particulas virales, proteinas estructurales, y respuestas de defensa del
hospedero, contribuyendo al diagndstico temprano y a la comprension de los
mecanismos de infeccion. La proteOmica complementa otras démicas al
proporcionar evidencia funcional directa de la presencia y actividad de virus en
tejidos vegetales (Lee et al., 2006; Mehta et al., 2008; Silva et al., 2016; Roy et
al.,2023).
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2.2.9 Indexado biolégico

Es una técnica experimental que detecta virus en material vegetal mediante la
inoculacion de tejido sospechoso en plantas indicadoras susceptibles bajo
condiciones controladas. Si el virus estd presente, las plantas indicadoras
desarrollan sintomas caracteristicos de la infeccion, confirmando la presencia
del virus. Selecciona y valida plantas libres de virus, caso CTV para programas
de saneamiento y produccion de material de propagacion sano. Requiere
ambiente controlado y puede tomar semanas a meses segun el patégeno (Food
and Agriculture Organization & International Plant Protection Convention
[FAO/IPPC], 2014).

La técnica del indexado se utiliza para la deteccion de los principales patégenos
transmisibles por injerto en citricos (CGTPS) y sus enfermedades asociadas. Su
objetivo es eliminar estos patdgenos de los brotes propagativos y establecer y
mantener arboles y viveros libres de enfermedades para producir plantaciones
de citricos saludables y de alto rendimiento. Un buen programa de indexacion
para identificar los agentes causales de enfermedades transmisibles busca
prevenir la propagacion de miles o millones de é&rboles contaminados con

patégenos mediante la propagacion de yemas infectadas (Roistacher, 1991).
a) Principales enfermedades transmisibles por injerto

Las que provocan pérdidas graves y se transmiten por vectores: tristeza,
enverdecimiento y la enfermedad persistente de los citricos. Las que inducen
pérdidas moderadas se transmiten mecanicamente, por yemas 0 vectores o por
medios desconocidos: exocortis, caquexia, enanismo de la satsuma, hoja
deshilachada, variegacion infecciosa y psoriasis en anillos. Las enfermedades
que se pueden controlar facilmente mediante el uso de yemas libres de virus son
principalmente las transmitidas a través de las yemas: la familia de la psoriasis-
Ay la familia del patrén de la hoja de roble, que incluye la goma concava, la
impietratura y la cristacortis. Enfermedades transmitidas por vectores, pero de
menor impacto econdmico: enacion de las nervaduras. Enfermedades diversas
y de etiologia desconocida: corteza gomosa y uniones anormales de yemas
(Roistacher, 1991).
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b) Técnicas complementarias para identificacién de CGTPs

El cultivo Celular para el crecimiento e infeccion de virus en células vivas, si se
observan efectos citopaticos que indican la presencia de un virus, puede

adaptarse para la deteccién de virus en plantas (Freshney, 2010).

La PCR, técnica molecular que permite amplificar secuencias especificas de
ADN o ARN viral (Mullis & Faloona, 1987).

Secuenciacion Genomica, para obtener el genoma completo del virus, ayuda a

su identificacion y a estudiar su variabilidad genética (Meltzker, 2010).

Inmunofluorescencia, utiliza anticuerpos marcados con fluorocromos para
detectar antigenos virales en células infectadas, permite la visualizacion directa
del virus (Cann, 2005).

Western Blot, detecta proteinas virales en muestras, pudiendo ayudar a
confirmar la presencia de un virus especifico (Towbin et al., 1979). Microarrays,
deteccion simultanea de mudltiples virus mediante la hibridacion de acidos
nucleicos, lo que es util para estudios de vigilancia epidemiologica (Agindotan &
Perry, 2007).

Espectrometria de masas, para identificar proteinas virales y sus modificaciones,
proporcionando informacién sobre la composicion del virus (Chalmers & Gaskel,
2000).

Deteccion de anticuerpos especificos en suero puede indicar una infeccion

previa y ayudar a identificar el virus responsable (Salazar, 1990).
c) Instalaciones, métodos y consideraciones

El indexado biol6gico requiere instalaciones adecuadas para el cultivo de plantas
y la manipulacion de virus, incluye: invernaderos, laboratorios de biologia
molecular y éareas de cultivo controladas. Deben cumplir con normas de
bioseguridad para prevenir la contaminacion y la propagacion de virus (Calderén
et al., 2023).
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Los métodos de indexado incluyen uso de plantas indicadores susceptibles a
ciertos virus que se inoculan con muestras sospechosas, y se observa si

desarrollan sintomas caracteristicos de infeccion viral (Roistacher, 1991).

Es importante considerar factores como la selecciéon de plantas indicadores, el
manejo de muestras, control de condiciones ambientales, regulaciones y

normativas locales sobre el manejo de virus y la bioseguridad.
d) Procedimientos de inoculacion para la deteccion de CGTP

El tejido inéculo son los esquejes, corteza y hojas. No se deben recolectar
durante climas excesivamente calurosos, por el riesgo de que algunos CGTP
pueden inactivarse temporalmente, esperar que bajen las temperaturas. Utilizar
hielera para almacenarlos durante la recoleccion. Desinfestar las tijeras de poda
de un arbol a otro con NaClO al 1 %, colocar la corteza en pequefios tubos de
plastico no sellados, introducirlos en bolsas de polietileno y guardarlos
inmediatamente en una hielera. Etiquetarlos y colocarlos en un refrigerador a 5-
6 °C, evitando congelarlo y utilizarlos lo antes posible. Los esquejes se
conservan y propaganen el invernadero, convirtiéndose en la planta primaria, y
se pueden tomar esquejes de esta planta para la indexacién inicial (Rostaicher,
1991).

e) Métodos de inoculacién

El método mas utilizado es la inoculacion de yema-injerto que incluye yemas con
ojos, fragmentos de tallo sin ojos y yemas en astilla (Scholthof et al., 2011), la

propagacion vegetativa o reproduccién asexual (Sastry, 2013).

Otras técnicas de inoculacién, incluyen injertos laterales, injertos de
aproximacion, injertos de raiz, injertos de fruto, injertos de fragmento foliar o

injertos de disco foliar (Hartmann et al., 2011).

La transmision mecéanica en citricos mediante cortes repetidos con cuchilla en el
tallo receptor, seguida del envolvimiento con cinta de injerto, es un método
estandar para transferir inéculo desde plantas infectadas a plantas susceptibles
(Garnsey et al., 1993).
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En general, se prefieren las plantulas como plantas receptoras o indicadoras.

Otros tejidos y técnicas, como injertos de hojas, corteza, raices o laterales, deben
probarse continuamente para encontrar la forma mas eficaz de maximizar la
expresion de los sintomas para cualquier diagnostico inicial de enfermedades

nuevas o de etiologia desconocida (Rostaicher, 1991).

f) Temperatura de mantenimiento y tiempo de la primera aparicion de

sintomas

Para la deteccion de tristeza que se transmite por injerto al indicador limon
mexicano, se permite el desarrollo de todos los brotes durante las tres primeras
oleadas de crecimiento; luego se poda y guia como un solo brote. 24-27 °C es

la temperatura de mantenimiento, 18-21 °C minima.

Los primeros sintomas aparecen 3 a 5 semanas, al final de la primera o segunda

oleada de crecimiento.

Los sintomas son aclaramiento de nervaduras, oscurecimiento de nervaduras,
ahuecamiento de hojas y picaduras en el tallo. Acorchamiento de las nervaduras

en los aislamientos mas severos (Rostaicher, 1991).
3. Glosario de términos béasicos
3.1 Biblioteca

Representacion de todo el conjunto de ADN gendmico o ADNCc a los ARN. Es
la coleccion de fragmentos de ADN en la que se espera esté incluido el mayor
ndmero posible de secuencias de un genoma o las secuencias contenidas en un

cromosoma (Alberts et al., 1994).
3.2 Bioinformatica

Ciencia que surge de la necesidad de interpretar la informacién contenida en las
secuencias de ADN, ARN vy proteinas. Desarrolla algoritmos para catalogar
secuencias, analizar similitud entre ellas y descubrir sus propiedades
estructurales y funcionales y es de naturaleza interdisciplinaria (Martinez
Barnetche, 2007).
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3.3 Carga viral

Llamada también carga virica, es la cuantificacion de virus en diferentes tejidos
de la planta, basado en el nimero estimado de copias de acidos nucleicos (ADN

o ARN gendmico) (Solano-Luna et al., 2018).
3.4 Enfermedad

Resultado de complejas interacciones entre una planta hospedante con un

agente causal primario, moduladas por el medio ambiente (Jiménez, 2017).
3.5 Enfermedades emergentes y re-emergentes

Enfermedades emergentes son aquéllas cuya incidencia y gravedad han
aumentado recientemente, asociadas con patégenos que infectan nuevos
cultivos. Las enfermedades re-emergentes son causadas por patdgenos
conocidos que eran controlados eficientemente. Cambios en las tecnologias de
produccion y variaciones medioambientales determinan que causen de nuevo

epidemias devastadorasal (Fisher et al., 2012; Giraud et al., 2010).
3.6 Enfermedades complejas

Son de compleja evolucion y en las que interviene mas de un patégeno, pudiendo
producirse interacciones sinérgicas entre virus, bacterias, hongos y diferentes
grupos de patégenos, por lo que su diagndstico y control son complicados
(Nazarov et al., 2020).

3.7 Infeccidén

Presencia y multiplicacién de un microorganismo en los tejidos del huésped.
Representa la interaccion del patogeno y sus factores de virulencia con el
huésped. La enfermedad infecciosa es la expresion del proceso infeccioso,

traduciendo en signos y sintomas del dafio causado (Garcia et al., 2010).
3.8 Pat6égeno

Organismo causante de enfermedad en plantas que le brindan condiciones para
gue cumpla su ciclo de vida y de condiciones ambientales que propicien su

establecimiento y sobrevivencia en el agro ecosistema (Agrios, 2005).
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3.9 Patogenicidad

Habilidad del parasito para interferir con uno o0 méas de las funciones esenciales

de la planta, causando asi enfermedades (Agrios, 2005).
3.10 RNAlater Solution

Reactivo acuoso y no toxico que penetra rapidamente en los tejidos para
estabilizar, proteger y almacenar el ARN celular, minimizando la necesidad de
procesar inmediatamente las muestras de tejido o de congelarlas en nitrogeno

liquido para su posterior procesamiento (Fisher Scientific, s. f.).
3.11 Severidad

Area de tejido de la planta enferma estimada o medida y expresada como area

total o proporcién o porcentaje de tejido con sintomas (Castafio, 2017).
3.12 Transcriptoma

Conjunto de moléculas de ARNm y de ARN no codificante presente en una célula
o tejido. Inicialmente se usaban técnicas de bajo rendimiento, como Northern-
blot, hibridacion in situ y RT-PCR; luego, aparecieron los microarrays
caracterizando niveles de expresion de miles de transcritos simultaneamente;
posteriormente, la RT-qPCR y recientemente, la secuenciacion de nueva
generacion (NGs) del ADN y de ARN presentes en una muestra y, por tanto, del

transcriptoma completo (Gironella, 2010).
3.13 k-mero

Secuencia de longitud k de caracteres en una cadena de nucleétidos utilizada en
informatica para el analisis de ADN, ARN o proteinas. Para obtener todos los k-
meros de una secuencia, se necesitan los primeros k caracteres y mover
sucesivamente solo un caracter para el inicio del siguiente k-mero, creando

subsecuencias que se superponen en k-1 posiciones (Clavijo, 2018).
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. MATERIALES Y METODOS

1. Zonas de estudio, periodo de ejecucion y toma de muestras

1.1 Zonas de estudio

La fase de campo de comprendié las observaciones de sintomas y toma de
muestras se realiz6 en los bosques de N. pallida de la Comunidad Campesina
Ignacio Tavara Pasapera — Chulucanas - Morropon, Piura y en el bosque seco
de la Universidad de Piura (UDEP), la fase de tinglado en la UDEP, la fase de
laboratorio en la empresa IncaBiotec -Tumbes. (Fig. 01).

1.2 Periodo de ejecucion

Desde diciembre del afio 2023 y concluyo el mes de mayo del afio 2025.

1.3 Toma de muestras

Los puntos de muestreo fueron los bosques de algarrobo de la Comunidad
Campesina Ignacio Tavara — Chulucanas y de la Universidad de Piura (ver Tabla
2).

En cada arbol estudiado, se tomaron muestras de cambium (Ver Fig. 2) en el
tronco a 1,20 m de altura y hojas de ramillas terminales solo en algunos arboles.
Para la toma de muestras de cambium, primero se limpié bien la corteza tratando
de ahuyentar las hormigas, se asperjo alcohol etilico sobre la corteza, con un
cuchillo machete flameado a la llama se levant6 la zona de la corteza (4-6 cm X
8-10 cm) hasta dejar expuesto el cambium (Figura 2a), con un bisturi se
extrajeron segmentos longitudinales de cambium (Figuras 2b-c), que se
introdujeron con una pinza a tubos Eppendorf (Figura 2d) y se guardaron en
cajas tecnopor con hielo gel pack (Figura 2e).

Se levanto la corteza de la zona de la herida y se pegd con pasta cicatrizante al
cambium (Figura 2f). También, se obtuvieron muestras de brotes

Las muestras se trasladaron inmediatamente al laboratorio de Biotecnologia

IncaBiotec — Tumbes, donde se mantuvieron a - 80 °C antes de su procesado.
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Figura 1. Zonas de estudio de N. pallida
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2. Sintomas y grados de severidad de la enfermedad

Los sintomas de la enfermedad se describieron en base a observaciones hechas
en tronco, ramas y ramillas de arboles sanos y enfermos en los diferentes puntos

de muestreo.

De acuerdo a la Tabla 1 propuesta por Mormontoy (2015), se establecieron los
niveles de decaimiento de los arboles en diferentes grados de severidad en base

a observaciones del follaje.

Tabla 1.

Grados de severidad del sindrome de mortandad de N. pallida

Severidad de

dafio Grados Magnitud del dafio

0 Hojas completamente sanas (SA)

1 Hojas con amarillamiento y caida de foliolos del 1 al 20%
2 Hojas con amarillamiento y caida de foliolos del 21 al 30%
3 Hojas con amarillamiento y caida de foliolos del 31 al 50%
4 Hojas con amarillamiento y caida de foliolos del 51 al 75%
5 Hojas con amarillamiento y caida de foliolos del 76 al 100%

39


https://earth.google/

Tabla 2.

Puntos de muestreo
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Figura 2. Toma de muestras de cambium

3. Extraccion de ARN total

Se realiz6 mediante el protocolo WizPrep Plant RNA Mini kit, siguiendo las
indiciaciones del fabricante (Wizbiosolutions, 2021) (Figura 3).

Para la activacion de buffer, se agregé 48 ml de etanol 100% a los 12 ml de
concentrado del tampon RPW2. Previo a la lisis, se lavé con Agua Destilada
Estéril (ADE) el material vegetal de cada muestra que consistié de cambium del
tronco y tres muestras de hojas, se colocé en papel aluminio para la diseccion
de aproximadamente 1 cm? y se introdujo por separado 100 mg de cambium y
50 mg de hojas de cada muestra en morteros de porcelana estéril. Las muestras
se trituraron varias veces agregando nitrégeno liquido (Fig. 3a) a los morteros
hasta que quedaron pulverizadas (Figura 3b), se transfirieron en microtubos
Eppendorf de 1,5 ml, se les agregdé 450 uL de buffer RPL1 mas 4,5 uL de B-

mercaptoetanol y se vortexearon vigorosamente (Figura 03c); 400 uL de estas
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mezclas de lisado se transfirieron a columnas de filtrado y se centrifugaron por 1

min a 13 000 rpm y se descartaron las columnas de filtrado (Figura 3d).

Para la purificacion del ARN, en cada microtubo se agreg6 200 uL de etanol para
filtrado y se mezclaron pipeteando 5 veces (Figura 3e), se conectaron columnas
de centrifugacion a los tubos de recoleccion, se transfirieron las mezclas a las
columnas de purificacién (Figura 3f) y se centrifugaron por 30 s a 13 000 rpm, se
desecharon los flujos y se volvid a acoplar la columna en el tubo de recoleccion

(Figura 39).

Para el lavado, se agregaron 700 yL de Buffer RPW1 a las columnas de
centrifugado (Figura 3h) y se centrifugaron a 13 000 rpm por 30 s, se desecharon
los flujos y se reconectaron las columnas (Figura 3i), se agreg6 500 uL de Buffer
RPW2 (etanol agregado) en el centro de las columnas (Figura 3j) y se
centrifugaron a 13 000 rpm por 30 s, este paso se repitid pero con una
centrifugacion de 2 min, se desechd el flujo (Figura 3k), se volvié a conectar la

columna (Figura 3l) y se centrifugd a 13 000 rpm por 1 min (Figura 3m).

Para la elucion, se conectaron las columnas en nuevos tubos de 1,5 ml, se
afadio 50 pl de agua libre de ARNasa e incub6 durante 3 min (Figura 3n), se
centrifug6 a 13 000 rpm durante 1 min, se desechd la columna de centrifugacion
(Figura 3f) y el ARN eluido purificado se almacend a - 80 °C para utilizarlo en

los siguientes pasos.
3.1 Concentracion, pureza e integridad del ARN total

La concentracién y pureza del ARN total se midi6 en el espectrofotometro
nanodrop/Photometer NP80 de Implen (Thermo Scientific, 2012; Thermo
Scientific, 2016) (Figura 4a). Se pipeteé 2 pyL de volumen de las muestras de
ARN eluido en el pedestal del espectrofotometro y se inicio la evaluacién de la
pureza del ARN mediante ratios de absorbancia A260/A280, A260/A230 y la
concentracion de ARN (ng/uL).

La integridad de las muestras se visualizé en un gel de agarosa al 1%, conectado
al sistema electroforético Cleaver Scientific Ltd (Figura 4b). Se carg6 5 pL del
ARN stock y 2 yL de buffer de carga junto con un marcador de peso molecular.
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Figura 3. Extraccion de ARN del algarrobo
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Figura 4. Espectrofotémetro NanoDrop/Photometer (a), electroforesis (b)

W W N0 Vl;iin = .
Lorg/ial de 20@.

3.2 Conservacion del ARN para el envio a secuenciamiento

Los ARN totales extraidos fueron secados para mejorar su conservacion y
permitir el transporte a temperatura ambiente. Se afiadieron concentraciones <
20 pg de ARN en voliumenes de 20 pL y se incubaron 5 min a temperatura
ambiente, se mezclaron pipeteando hacia arriba y hacia abajo suavemente 10
veces para solubilizar y mezclar con la matriz de los tubos GenTegra (GenTegra,
2017).

El sistema de secado consistio de un desecador de vidrio para vacio, una bomba
de vacio, una trampa de vapor, una variedad de tubos y un pequefio bafio de

hielo.

Los tubos se introdujeron en el desecador para el proceso de secado en un
tiempo de 2 h y se inspeccioné visualmente que estén completamente secos. Si
aun quedaba liquido, se volvia a conectar por un tiempo adicional de media hora.
Después del secado, los tubos se taparon y se guardaron a temperatura
ambiente. Estos tubos conteniendo las muestras secadas fueron enviados al
laboratorio Azenta - Alemania para obtencién del transcriptoma por método de

secuenciacion de préxima generacion - ARNseq en la plataforma illumina.
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4. Secuenciamiento de ARN (RNA-seq) por Azenta
4.1 Concentracion total y pureza de 4cidos nucleicos

Azenta analiz0 las muestras con el espectrofotdmetro de microvolumen
NanoDrop 2000 midiéndoles su absorbancia UV para cuantificar las
biomoléculas. Estim6 la concentracion total de acidos nucleicos a partir de la
absorbancia a 260 nm y calculé las relaciones A260/A280 y A260/A230 de las
muestras para evaluar indirectamente la presencia de proteinas, fenoles o sales
contaminantes. No distinguié entre ADN y ARN, no aporté la integridad del ARN,

pureza real ni degradacion (Bruijns et al., 2022).
4.2 Medicién de la cantidad de ARN

Lo realiz6 a traves del fluorémetro “ARN Qubit”, midiendo la concentracion real
de ARN (ng/puL) mediante fluorescencia de cuantificacion usando colorantes
fluorescentes altamente especificos que se unen selectivamente y emiten
fluorescencia cuando se unen al ARN (Simbolo et al., 2013; Thermo Fisher
Scientific, 2020).

4.3 Evaluacion de calidad e integridad del ARN

Lo realiz6 mediante el sistema de electroforesis capilar Agilent TapeStation, que
gener6 gréaficos y calculé el nimero de integridad del ARN equivalente (RINe)
para reflejar el grado de degradacion del ARN. Determiné las métricas DV200
gue permitieron estimar el grado de degradacion y la distribucién de tamafios de
los fragmentos. Aportd una evaluacion directa de la integridad y distribucion de
tamafios del ARN con una valoracion confiable de la idoneidad del ARN para
analisis de RNA-seq (Agilent Technologies, 2015; 2025).

4.4 Evaluacion del tamafio y distribucion de fragmentos

Lo realizé mediante electroforesis automatizada, obteniendo electroferogramas
gue permitieron visualizar perfiles de tamafio en funcion de la intensidad de sefial
y del tamafio modal de los fragmentos. Se visualizaron los picos ribosomales
28S y 18S del ARN, se estimaron las métricas de calidad como la proporcién de

fragmentos dentro de rangos especificos (por ejemplo, DV200), indicadores
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clave de integridad y aseguraron que las muestras presenten una calidad y
distribucion adecuadas para la preparacion de bibliotecas de secuenciacion
(Agilent Technologies, 2023; Walker et al., 2023).

4.5 Secuenciaciamiento

El ARNseq se realiz6 utilizando la tecnologia illumina para detectar virus de
manera no dirigida (Hadidi et al., 2016), secuenciando el ARN total para hacer
una deteccion dual, analizando simultaneamente como responde el algarrobo
(genes de defensa) y los genes virales de virus ARN episomales activos
causando infeccion como los de la familia Closteroviridae: géneros Closterovirus
(CTVy GLRaV-2), Ampelovirus (GLRaV-1) y Velarivirus (GLRaV-7) (Fuchs et al.,
2020), o si son solo fragmentos antiguos integrados en el ADN de la planta (EVEs
- Elementos Virales Endogenos) (Katzourakis & Gifford, 2010; Feschotte &
Gilbert, 2012).

También, mediante andlisis metagendémico del transcriptoma su buscaron virus
de ADN de cadena simple (ssDNA) y doble (dsDNA) mediante la deteccion de
sus transcritos de ARN (Greninger, 2018; Zhang et al., 2019).

4.6 Andlisis bioinformético de las secuencias para la deteccion de virus

Seis bibliotecas de RNA-Seq correspondientes a tejidos de N. pallida (PMAOQG6,
PMAO7, PMAOS, PMA11l, PMA16 y PMA17) se descargaron e importaron en el

software CLC Genomics Workbench v25.0.1 para su procesamiento inicial.

Para homogenizar la profundidad entre muestras, cada biblioteca fue
submuestreada a 25 millones de lecturas. Las secuencias se sometieron a
filtrado de calidad y recorte de adaptadores Illlumina empleando los parametros
por defecto del programa, y se hizo el ensamblaje de novo para obtener los
contigs. Posteriormente, todos los contigs fueron analizados mediante BLASTX
frente a una base de datos viral personalizada construida a partir de RefSeq
Virus e incluyendo secuencias adicionales de virus relevantes para plantas. Las
secuencias se examinaron manualmente inspeccionando los alineamientos,

identificando los ORFs y evaluando la cobertura por lecturas.

4.7 Analisis de las lecturas del ARNseq para estudios del microbioma
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A partir de las secuencias obtenidas por Azenta, se importaron las lecturas de
ARNseq obtenidas de cada muestra al paquete Pavian R v1.2.0 para obtener
una clasificacion taxondémica de ellas e interactivamente en una tabla, visualizar
y comprender las especies del microbioma presentes, comparando sus

identificaciones (Breitwieser & Salzberg, 2020).

Ademas, se realizé la visualizacién predeterminada de Pavian R v1.2.0 mediante
un diagrama de Sankey de las secuencias asignadas, para mostrar el flujo de
lecturas desde la raiz de la taxonomia hasta rangos mas especificos para un
resumen visual claro. Para interpretacién de resultados, se analizé el diagrama
de Sankey de la muestra PMO05 (GS=4).

5. Secuencion de Sanger
5.1 Retrotranscripcion del ARN (RT-PCR)
5.1.1 Purificacién del ARN

El protocolo seguido fue dado segun referencia del kit RQ1 RNase-Free DNase-
Promega (Promega, s.f.). A nuevos tubos de 0,2 ml se mezclaron los siguientes
componentes: ARN total (4 uL), tampdn de reaccion 10X con MgCly (1 uL),
DNasa libre de RNasa (#EN0521) (1 uL), agua libre de nucleasas (10 uL). Los
tubos se incubaron a 37 °C por 30 min, se les agregd 1 uL de solucién stop
(EDTA 50 mM) e incubaron a 65 °C por 10 min. Este ARN preparado se uso

como plantilla para la transcriptasa inversa.

5.1.2 Sintesis de la primera hebra del ADNc

Se utilizaron los cebadores internos anidados nCTVF y nCTVR de 212 pb de la
proteina de la capside del CTV, optimizados por Incabiotec (2021) para

comprobar la existencia de material genético viral.

La retrotranscripcion se realizé utilizando el kit RevertAid (Thermoscientific,
2024). En microtubos de 0,2 ml mantenidos en hielo, se agregaron: i) Mix 1
compuesto por 8 uL ARN total purificado (120 ng/ uL), 3 uL AUP, 1 uL del primer
universal oligo (dT) (100 uM) (Sambrook & Russell, 2001) como control y para
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deteccion del virus 1 uL del primer reverse nCTVR especifico (10 uM). Se
incubaron en un termociclador programado a 70°C por 5 min 'y 4°C por 5 min. ii)
Seguidamente, se agregaron 8 pL del Mix 2 compuesto de 4 pL de buffer de
reaccion (5X), 2 uL de dNTP’S (10 mM), 1L ribolock Rnase Inhibidor (20 U/uL),
y 1pL RevertAid Transcriptase (200 U/uL). Los microtubos se incubaron a 42° C
por 60 min y finalmente a 70°C por 5 min.

5.2 Deteccion del CTV mediante la PCR

Con el ADNc obtenido de las muestras, se realiz6 la PCR con primers del gen
CP (dirigido a la capside del virus) y del gen de la actina (gen constitutivo utilizado
como control de la extraccion) utilizando el kit de Promega.

Los reactivos utilizados fueron: AUP 15,3 uL, Buffer (5X) 2,0 pL, dNTPs (10 mM)
0,5 pL, Primers Forward — Reverse 0,5 L para el gen de la actina (Rubio-Pifia
& Zapata- Pérez, 2011) y primers forward y reverse nCTV (Adkar-Purushothama
et al., 2011) (Ver Tabla 3), Taqg ADN polimerasa 0,2 pL, ADNc total 1,0 pL.
Volumen total de 20 pL.

Los microtubos con el mix y las muestras se incubaron en el termociclador BLUE-
RAY Biotech modelo TCST-9622 a 94°C por 5 min, seguidos por 35 ciclos de
desnaturalizacion de 94°C por 45 s, hibridacion a 54°C por 45 s, elongacién a

72°C por 45 s y una elongacion final a 72°C por 6 min.

Tabla 3.

Secuencia de primers del control interno actinay del CTV

Cebado Tamafio del
Target ; Secuencia5 > 3 producto Uso
(pb)
CAC TAC TAC TGC TAA ACG GGA
ACT PLANT F AA

Actina 465 Control

R ACA TCT GCT GGA AGG TGC TG Interno
nCTVF F GATGAACGATGTGCGTCAGT 212 Diagnostico
nCTVR R CTTCAACACCCTCCCGAGT 212 Diagnéstico

5.3 Electroforesis en gel de agarosa

Se aplic6 un campo eléctrico al gel de agarosa al 1,5% acompafiado de un

marcador de PM de 1 kb. Se carg6 6 puL de amplicones y 2 uL de buffer de carga.
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5.4 Secuenciamiento y andlisis informatico

Los amplicones separados en alicuotas de 30 pL en tubos eppenforf de 0,2 mly
los primers a una concentracion de 15 mM/uL, fueron enviados a la empresa

Macrogen — Corea.

El secuenciamiento del ADNc del CTV se hizo con la técnica de Sanger en doble
sentido. Una vez recibidas las secuencias, sus calidades fueron evaluadas
manualmente por revision de los pictogramas. Las secuencias seleccionadas

fueron alineadas con el software de libre acceso Mega X.

La secuencia revers fué convertida en reversa complementaria para encontrar la
zona consenso. La identificacion de las secuencias fue realizada contrastando
sus secuencias con la base de datos de acceso publico del NCBI mediante el
software en linea BLASTn.

6. Indexado bioldgico
6.1 Recolecciéon de ramillas de arboles reservorio

De arboles reservorio de algarrobo del campus de la UDEP (Figura 5) en estados
sano-inicial (Figura 5a), intermedio (Figura 5b) y avanzado (Figura 5c) de

decaimiento.

Con una tijera de podar desinfestada con alcohol etilico y flameada a la llama
cuando se iba a tomar muestras de otro arbol, se cortaron y obtuvieron de la
copa de los arboles en estudio ramillas jovenes aparentemente sanas, de 30-40

cm de longitud (Figura 5d).

Los tres grupos de ramillas correspondientes a los arboles reservorio en estados
inicial, intermedio y avanzado, se codificaron y envolvieron en en papel, e
inmediatamente, en un periodo de tiempo muy breve, se llevaron al invernadero
ubicado a corta distancia, donde se les eliminé totalmente el follaje y espinas
para obtener las varetas y continuar con las labores de inoculacién de corteza

en plantones de N. pallida.
6.2 Obtencidén de corteza de varetas reservorio

Previamente, a las varetas se les limpio la superficie de la en papel toalla 'y se
les asperj6 alcohol a 70° sobre la corteza.
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Luego, utilizando bisturi con hoja estéril, se hicieron tres cortes longitudinales de
abajo hacia arriba de la corteza hasta obtener y separar tres segmentos de 1,0-
1,5 cm de largo x 0,3-05 cm de ancho (Figura 5e).

6.3 Preparacion de los plantones indicadores

Plantones de algarrobo sembrados y crecidos en arena cernida de rio en bolsas
de polietileno color negro (20 x 30 cm) durante nueve meses en el tinglado de la

UDEP, se utilizaron como indicadores de virus.

Las heridas en los plantones se hicieron en la corteza del tallo, deslizando
longitudinalmente desde arriba hacia abajo una hoja de bisturi estéril y
levantando segmentos de 1,0-1,5 cm de largo x 0,3-0,5 cm de ancho, sin
separarlos totalmente de la corteza del tallo de los plantones. Se hicieron tres
heridas por planton a partir de 20-25 cm de altura del tallo y a una distancia

aproximada de 5-7 cm entre herida y herida (Figura 5f).
6.4 Inoculacién de corteza

Se introdujo un segmento de corteza de las varetas de arboles reservorio en

cada una de las heridas hechas en los tallos de los plantones indicadores.

Se tuvo cuidado que la parte interna de la corteza quede en contacto directo con
el cambium de la planta indicadora, se cubra con el segmento de la corteza del

plantén (Figura 5f).

Al final, las zonas de indexado de las plantas indicadoras se forraron con cinta
parafilm indicadas por tres flechas en la Fig. 5g. Se utilizaron seis (06) plantones
de algarrobo indicadoras por tratamiento: T1 (Figura 5h), T2 (Figura 5i) T3
(Figura 5j), T4. (Figura 5k), T5 (Figura 5I).

Los riegos se hicieron cada 7-10 dias de acuerdo a sus necesidades hidricas de
los plantones.

6.5 Despuntey primera defoliacién de los plantones indicadores

El despunte o poda de la parte superior del tallo de los plantones indicadores de
algarrobo, se realiz6 25 dias después del indexado (DDI) con tijeras
desinfestadas con alcohol etilico aproximadamente 5 cm arriba del punto

superior de inoculacion.
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Se realiz6 con el fin de detener el desarrollo en altura de los plantones y
promover el desarrollo de nuevas remillas laterales a partir de las yemas y

facilitar la observacion de los primeros sintomas.

Seguidamente, con tijeras desinfestadas, se realiz6é la defoliacion total de los
plantones en todos los tratamientos en estudio, para estimular la emergencia de

nuevos brotes.
En la Figura 5m se observan todas las plantas despuntadas y defoliadas.
6.6 Segunda defoliacion de los plantones indicadores

Se realiz6 62 DDI utilizando tijeras desinfestadas con alcohol 70°. Se elimininé
totalmente el follaje con el fin de promover una segunda emergencia de brotes

joévenes en los cuales se puedan observar los sintomas relacionados a virus.

Las Figuras 5n-g muestran el estado de las plantas indicadoras después de la

segunda defoliacién total.

6.7 Disefio experimental

Para el analisis de crecimiento de ramillas después de la poda, se aplicé el
Disefio Completamente al azar (DCA) con cinco tratamientos y seis (6)

repeticiones (plantas) por tratamiento (ver Tabla 4).

Se hizo el analisis de variancia (ANVA) para ver si habia significancia entre los
tratamientos y una prueba comparativa de medias de Duncan al 95% de

confianza para comparacion entre cada tratamiento.

Tabla 4.

Tratamientos en ensayo de indexacién

Tratamiento Descripcion

Plantones inoculados con segmentos de corteza de arboles reservorio

01 L
en estado sano-inicial de enfermedad

02 Plantones inoculados con segmentos de corteza de arboles reservorio
en estado intermedio de enfermedad

03 Plantones inoculados con segmentos de corteza de arboles reservorio
en estado avanzado de enfermedad

04 Plantones inoculados con segmentos de corteza de plantones sanos

05 Plantones con herida y no inoculados

51



6.8 Evaluaciones del crecimiento de nuevas brotes

Se realizaron a 16, 23, 30 y 37 dias después de la primera defoliaciény a 7, 14,
21y 28 dias después de la segunda defoliacion total.

En cada momento de observacion, se utilizé una regla graduada en cm.

Al final del experimento, se obtuvo el ritmo promedio de crecimiento diario (cm)
de las nuevas ramillas

6.9 Aspecto del follaje

Se evalu6 con escala cualitativa para evaluar la calidad del follaje de acuerdo a
su colorcolor: V = Verde normal (planta sana), VA = Verde amarillento, C =

Cloraético, M = Muerto.
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Figura 5. Proceso de indexado
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

1. Sintomatologia

La enfermedad se manifiesta mayormente en arboles adultos, aunque también

se presenta en arboles jovenes (Figura 6).

Independientemente de los sintomas de clorosis y defoliacidén por el ataque de
plagas, el sindrome de decaimiento y muerte, se inicia con defoliacion y muerte
regresiva de ramillas estacionales que ya no se regeneran y avanza lentamente

hacia ramas secundarias y luego a ramas primarias.

El arbol afectado pasa desde un estado inicial a estados intermedio y avanzado

de la enfermedad, emitiendo rebrotes basales antes de morir (Figuras 6a-f).

Se conoce gque es un proceso lento, pero, no se sabe el tiempo que demora un

arbol en morir desde que se inicia la enfermedad.

Esta muerte regresiva desde ramillas hasta ramas estaria asociada a eventos
adversos en el transporte de agua desde las raices hacia los meristemos por
embolias (burbujas de gas) en los vasos xilematicos ocasionadas por estrés
hidrico (Zweifl et al., 2006).

En estados avanzados de la enfermedad, es frecuente observar que las ramas
primarias y secundarias del arbol aparezcan con desprendimientos
longitudinales de la corteza y grietas o fracturas en la zona del cambium (Figuras
60, 6j-K), que se deberia a la pérdida de turgencia del cambium por estrés hidrico.
Pérez Silva (2010) han reportado desprendimientos de la corteza en ciprés

mexicano por ataque del escarabajo Phoesimus baumannii.

Otro sintoma, son las exudaciones de resinas fendlicas que se observan al
realizar con sierra eléctrica un corte transversal del tronco de un arbol enfermo

(Figura 6h). Este importante sintoma, si bien se ha observado en un arbol
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enfermo, es posible que sea un patron comun de todos los arboles enfermos e
incluso en &rboles sanos o con sintomas iniciales, constituyen una respuesta de
arboles al mismo proceso de la enfermedad. Segun Shigo (1979), son barreras

guimicas que buscan contener el dafio al duramen interno.

Otro sintoma muy importante, son los agujeros de entrada/ salida de larvas de
coleépteros debajo de la corteza del tronco y ramas, algunos superficiales
(Figura 6i) y otros profundas formando galerias acompafiadas de zonas

necroticas de avance (Figuras 6j -k).

No se conoce si esta sintomatologia es comun en todos los bosques secos de
Neltuma en el norte del Peru; por lo que, seria muy necesario un estudio de estos
coleOpteros en cuanto a su identificacion taxonomica, biologia y ecologia,
incluyendo su ciclo de vida, tasas de infestacién, factores que regulan su
abundancia, su relacion con el clima y la posible asociacibn con hongos

simbiontes o patégenos.

Estos sintomas son relevantes y no han sido descritos por Whaley et al. (2020),
quienes afirman que la necrosis y caida significativa del follaje por el diptero
Enallodiplosis discordis contribuye a la dispersion y mortalidad de N. pallida.
Tampoco. los describe Chipana (2019) al afirmar que esta plaga es una de las
principales causantes de la declinacion del algarrobo en el Bosque Carioncillo —

Pacasmayo, lo cual no es concordante con lo descrito anteriormente.

E. discordis es una plaga comun, tanto en &rboles sanos como en arboles
enfermos, ya que la defoliacion que produce, no es regresiva y esta dispersa
dentro del arbol aleatoriamente en focos de brotes jovenes, si lo debilita, afecta
su productividad y vigor, pero no conduce a la mortalidad ya que las ramillas

afectadas son capaces de emitir nuevos foliolos en pocas semanas.

En esta investigacion, se ha observado que la severidad del decaimiento y
muerte del N. pallida se intensifica en areas sometidas a estrés hidrico
prolongado independientemente de la textura del suelo (arenoso, limoso o
arcilloso), sobre todo en zonas donde se conoce el nivel freatico se hace més
profundo y hay un acceso limitado del al agua.
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Por el contrario, la enfermedad muestra una baja incidencia o nula progresion en
sectores del Bajo Piuray zonas costeras, donde la proximidad al mar o una napa

freatica es mas superficial y favoreceri la resiliencia del arbol.

Por esta razon, en los parques y jardines de las ciudades, en las zonas contiguas
a la carretera donde los arboles reciben riegos frecuentes y reciben cuidados, la
enfermedad no progresa a pesar de tener una baja produccién al estar afectados

por E. discordis y tener perforaciones por larvas de coledpteros.

En épocas de lluvias de verano, los arboles enfermos en estados intermedio de
decaimiento, emiten nuevos brotes en las ramas y tronco, recuperandose parcial

o totalmente, dependiendo del estado de decaimiento (Figura Ol).

Esto, indica que, a pesar de la oclusion vascular, el arbol ain posee yemas
latentes y reservas de energia en raices y tronco hasta que se agoten y

desencadenen su muerte.

En la Universidad Privada de Piura (UDEP), se ha observado la muerte de
arboles jovenes de algarrobo por mordeduras alrededor del perimetro del tronco

por venados.

Los venados son atraidos por la corteza aun es delgada de los arboles jovenes,
corteza no muy lefiosa y que no produce compuestos antagénicos como un arbol
viejo. Este, es otro aspecto a tener en cuenta en el campo respecto al ganado

caprino en los bosques de algarrobo, que podria estar causando el mismo dafio.
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Figura 6. Sintomas del decaimiento y muerte de N. pallida

Cantidad y calidad de ARN

Los resultados del NanoDrop NP80 (Implen) para el ARN total extraido con el kit
WizPrep (Tabla 5) muestran que el cambium (C) presentd concentraciones y
pureza superiores en comparacion con las hojas. La muestra PMA22 (GS=0)
alcanzé 673.68 ng/uL, coherente con la intensa actividad transcripcional del
cambium como tejido meristematico secundario responsable del crecimiento
radial (Facultad de Ciencias Exactas y Naturales [FCEN], 2018). Estas
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concentraciones se ubicaron dentro del rango éptimo para mediciones confiables
(20—1000 ng/uL), por debajo del cual la pureza pierde precisién (Thermo Fisher
Scientific, 2021).

La relacion A260/280 entre 2.1-2.2 indic6 ARN libre de proteinas segun los
rangos aceptados (Thermo Fisher Scientific, 2015, 2023; BANCOADN, 2024).
Asimismo, las muestras PMAO5, PMAQ09, PMA10, PMA22, PMA24 y PMA27
mostraron A260/A230 entre 2.2-2.5, sefialando ausencia de contaminantes,
mientras que PMAOQ7 (0.761) evidencio fuerte contaminacion por carbohidratos
o sales, probablemente asociada al incremento de metabolitos de defensa en
arboles en decaimiento (Porebsky et al., 1997).

La menor concentracion y pureza en las hojas (H), es un comportamiento tipico
en Neltuma debido a su alto contenido de polifenoles y polisacaridos (Nizam et
al., 2023). Ejemplo de ello es PMA22 (H), con A260/A230 de 0.164, indicativo de
contaminacion extrema. PMA24 (H) y PMA27 (H) presentaron valores bajos y
relaciones fuera de los rangos aceptables, incluyendo contaminacion proteica
(A260/A280 = 1.5). Esto sugiere que el kit WizPrep no elimina eficientemente los

inhibidores presentes en hojas y requeriria pasos de purificacion adicionales.

En conjunto, solo las muestras de cambium con relaciones de pureza >2.0 fueron
aptas para sintesis de ADNc, mientras que las hojas - altamente afectadas por
metabolitos secundarios tipicos de Neltuma bajo estrés - fueron descartadas
(Michel-Lopez et al., 2018).
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Tabla 5.

Concentracion y pureza de acidos nucleicos por NanoDrop

Cédigo GS' (’){(gjia:;:ol Concentracion Pureza
(ng/uL) A260/280 A260/230
PMAOQ5 4 c? 444,16 2,188 2,381
PMAO06 5 C 127,52 2,144 1,770
PMAOQ7 3 C 229,20 2,136 0,761
PMAO8 2 C 104,00 2,085 1,696
PMAO09 1 C 240,00 2,172 2,221
PMA10 4 C 139,40 2,141 2,285
PMA22 0 C 673.68 22 24
PMA24 2 C 163.44 21 25
PMA27 4 C 317.32 21 25
PMA22 0 H3 130.96 21 A0.164
PMA24 2 H 12.72 A1.975 A1.882
PMA27 4 H 18.24 A1.5 A0.030
1Grado de severidad ~ ?2Cambium 3Hojas

En cuanto a la integridad del ARN total de las muestras evaluadas mediante
electroforesis en gel de agarosa (Figura 7), las muestras de cambium 22Cy 27C
presentaron bandas ribosomales 28S (~3.4 kb) y 18S (~1.8 kb) nitidas y bien
definidas, indicando que es un ARN de alta integridad. La muestra 22H presenté
bandas visibles, aunque acompafadas de un fondo difuso, posiblemente
asociado a la presencia de polifenoles que pueden interferir con la migracion
electroforética. Las muestras 24C, 24H y 27H mostraron signos claros de
degradacion, evidenciados por la pérdida de definicion de las bandas

ribosomales y la presencia de “smear” hacia el fondo del gel.

La integridad del ARN se considera adecuada cuando la banda 28S presenta
aproximadamente el doble de intensidad que la 18S, lo que indica ausencia de
degradacion significativa (Rio et al., 2010). EI ARN integro constituye un requisito
fundamental para andlisis moleculares posteriores, como RT-PCR o
secuenciacion de ARN, ya que la degradacion puede afectar la representacion
de los transcritos y la calidad del ensamblaje transcriptémico. En este contexto,

el uso de protocolos optimizados para tejidos vegetales ricos en compuestos
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fendlicos, como el descrito por Michel-Lopez et al. (2018), puede mejorar el
rendimiento y la estabilidad del ARN extraido.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa del ARN de cambium y hojas

28s rRNA
(3,4 kb)

18s rRNA
(1,8 kb)

2. ARNseq por Azenta

La Tabla 6 presenta los resultados del control de calidad del ARN total previo a
los analisis posteriores de secuenciamiento de seis muestras, cada una con su
respectiva alicuota respaldo (buckup) o copia de seguridad como plan de
contingencia de las muestras originales, en caso que estas tengan cantidad

insuficiente, pérdida de material o se requiera repetir el analisis.
2.1.Concentracion y pureza de acidos nucleicos

La cuantificacion inicial mediante NanoDrop 2000 mostré concentraciones
elevadas en las muestras originales (230,20-1187 ng/pL), asi como
rendimientos totales adecuados para ARNseq (2292,60-15 431 ng), lo que en
principio sugeriria un material de calidad segun los parametros de Manchester
(1996), valores que deben interpretarse con cautela, ya que el NanoDrop tiende
a sobreestimar la concentracién cuando existe contaminacién por compuestos

absorbentes a 260 nm.

Aunque varias muestras (PM05, PM06, PM07, PM08, PM10 y sus respaldos)
presentaron relaciones A260/A280 dentro del rango ideal (2,0-2,2) descrito por

Thermo Scientific (2012) y Bayardo y Barcena (2025), este indicador por si solo
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no garantiza pureza, especialmente en matrices vegetales ricas en polifenoles y

polisacaridos como N. pallida.

El analisis critico de la relacion A260/230 reveld inconsistencias importantes:
solo PM06 mostré un valor dentro del rango 6ptimo (2,11), mientras que PM08
(1,81) fue apenas aceptable y las demas muestras presentaron valores
marcadamente bajos. Estos resultados, coherentes con la presencia de
contaminantes organicos y reactivos residuales (Wilfinger et al., 1997; Healey et
al., 2014; Vall d’Hebron Institut de Recerca [VHIR], 2020), indican que la
extraccibn no fue suficientemente eficiente para eliminar compuestos
interferentes, lo que puede afectar la integridad del ARN y comprometer etapas

posteriores como la construccion de bibliotecas.

Ademas, dado que el NanoDrop no distingue entre ADN y ARN y pierde precision
por debajo de los 20 ng/uL, su utilidad como Unico criterio de seleccion es
limitada. En este contexto, el uso de Qubit constituye una herramienta mas
confiable para determinar la concentracion real de ARN utilizable en aplicaciones

de secuenciacion (Thermo Fisher Scientific, 2021).
2.2. Cantidad total de ARN

La cantidad total de ARN medida por fluorometria con Qubit varié entre 268,80
ng en PMAOQ9 (respaldo) y 18 447 ng en PMAQ6 (Schipor et al., 2014). Estos
valores se encuentran dentro de los rangos requeridos para la preparacion de
bibliotecas de ARN-seq, que generalmente demandan entre 1 ngy 1 ug de ARN
total segun el protocolo utilizado (lllumina, 2025b; Thermo Fisher Scientific,
2025c). Las mayores cantidades de ARN suelen asociarse con tejidos
metabdlicamente activos y con alta actividad transcripcional, mientras que
valores mas bajos son frecuentes en tejidos lefiosos sometidos a estrés
(Gambino et al., 2008).

2.3. Calidad e integridad del ARN

La integridad del ARN evaluada mediante los valores RINe obtenidos con
TapeStation fue baja en varias muestras: PMAO07 (1,2), PMAQ9 respaldo (1,6),
PMAO5 (2,0) y PMAO6 (3,3). Considerando que valores RIN > 7 indican ARN
integro, 5—7 calidad aceptable y < 5 degradacién, la mayoria de las muestras,
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excepto PMA10, presentan distintos grados de degradacion (Schroeder et al.,

2006). No obstante, el DV200, métrica mas informativa en ARN degradado,

mostro valores cercanos o superiores al 70 % de fragmentos >200 nt, lo que

sugiere que el ARN aun es adecuado para la construccién de bibliotecas de
RNA-seq (Adiconis et al., 2013; Illumina, 2016).

La columna de control de calidad (QC) resume las advertencias detectadas: (1)

material inicial insuficiente, (2) RIN < 6, (3) DV200 < 70 % y (4) contaminacion

por ADN > 10 % (Tabla 6). Los resultados obtenidos en las muestras de respaldo

confirman que las muestras originales constituyen el material de mejor calidad

disponible.

Tabla 6.

Calidad e Integridad del ARN total realizado por Azenta

Nanodrop 2000 ADN Qubit ARN Qubit TapeStation
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PMO5 SGH46298 /T*RtNI 13 |350,5 [4556,5 |2,15 |1,68 | 3536 459,68 | 268,8 3494,4 2 2,0 | 83,68 2,4
otal
PMO06 SGH46299 ¢RtN| 13 |1187,0 [15431,0 |2,17 |2,11 | 62,10 807,30 |1419,0 | 18447,0 ': 33 | 90,09 2
otal
PMO7 SGH46300 TAR;Nl 13 |230,2 2992,6 |2,08 |[1,27 TL TLS 180,6 2347,8 2 1,2 62,91 2,3
otal
PM08 SGH46301 ?R’tNl 13 |547,4 7116,2 |2,05 [1,81 | 31,64 411,32 632,8 8226,4 2 3,6 88,62 2
otal
PM09 SGH46302 ¢RtN| 13 | 8652 (112470 |1,98 |0,73 | 18,04 23452 | 781,0 10153,0 2 41 | 8457
otal
PM10 SGH46303 ¢RtN| 13 |4240 [5512,0 |2,16 |1,49 | 28,40 369,20 | 396,0 5148,0 Q 57 | 91,27
otal
PMO5_b | SGH46267 ¢RtN| 13 |250,2 [3252,6 |2,10 |1,60 TL TL 210,0 2737.8 2 25 | 8392 2
otal
PMO06_b | SGH46268 /T*RtNl 13 |197,9 [2572,7 |2,09 |060 | 3,12 40,56 192,0 2496,0 ': 22 | 77,24 2
otal
PMO7_b | SGH46269 /T*R:Nl 12 |180,3 [2163,6 [2,09 |0,73 | 21,00 252,00 | 1936 1483,2 2 24 | 81,24 2,4
otal
PMO08_b | SGH46270 TAR’\ll 12 |101,4 1216,8 [1,97 [1,25 4,40 52,80 53,2 638,4 2 2,2 72,07 2
otal
PM09_b | SGH46271 /T*RNl 12 | 382 4584 1,93 (0,30 2,58 30,96 22,4 268,8 2 1,6 5736 | 2,34
otal
PM10_b | SGH46272 /T*RtNl 12 |1784 [2140,8 [2,05 |1,23 | 2520 302,40 | 1296 1555,2 Q 25 | 8211 2,4
otal

!|dentificador de la muestra por el investigador. 2Cddigo interno asignado por Azenta para seguimiento y
3Tipo de muestra: ARN total extraido). “Volumen de la muestra entregado al laboratorio.
5TL: Demasiado bajo ®porcentaje de fragmentos de tamario superior a 200 nucleétidos, a partir del valor del
DV200 se determina la cantidad inicial de RNA para la generacion de librerias

procesamiento.
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2.4. Integridad del ARN por tamafio y distribucion de los fragmentos

El grafico de barras derivado de la electroforesis capilar (Figura 8) complementa
la evaluacion de la integridad del ARN presentada en la Tabla 6 y permite
comparar la calidad funcional de las muestras segun los parametros de control

de calidad (QC) obtenidos con TapeStation.

Las barras altas con DV200 > 70 % indican que el ARN de las muestras PMAO5,
PMAO06, PMAO8, PMA10 y algunos respaldos contiene una proporcion adecuada
de fragmentos mayores a 200 nt, lo que las hace aptas para la construccién de

bibliotecas de RNA-seq.

Las barras intermedias (DV200 entre 60—70 %), como en la muestra PMAO7 (RIN
1,2), evidencian degradacion del ARN ribosomal, observandose una sefial difusa
en la parte inferior del carril; sin embargo, este material alin podria emplearse en

protocolos adaptados para ARN parcialmente degradado.

Por el contrario, las barras bajas (DV200 < 60 %), como en PMAQ9 respaldo,
indican ARN altamente degradado, lo que reduce la probabilidad de obtener

bibliotecas transcriptomicas representativas.

En general, las muestras principales presentan valores de DV200 superiores a
los de sus respaldos, lo que sugiere que los respaldos pueden corregir
problemas de concentracion, pero no necesariamente mejorar la integridad del
ARN.

A pesar de los valores bajos de RIN observados en algunas muestras, el DV200
constituye una meétrica mas informativa para evaluar la utilidad del ARN
degradado en RNA-seq, ya que refleja la proporcion de fragmentos
suficientemente largos para la preparacion de bibliotecas transcriptomicas
(Adiconis et al., 2013; Sigurgeirsson et al., 2014).
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Figura 8. Integridad del ARN de muestras de cambium por
electroforesis capilar
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En el electroferograma de TapeStation de la muestra SGH46303 (PMAL0)
(GS=4; RIN=5,7; DV200=91,27 %) se observan los picos ribosomales 18Sy 28S
aproximadamente a 1500 nt y 2700 nt, respectivamente. Ambos picos aparecen
definidos, aunque con menor altura y ligero ensanchamiento de la linea de base
entre el marcador inferior (25 nt) y el primer pico, lo que indica la presencia de
fragmentos de ARN de menor tamafio. Este patrén sugiere fragmentacion parcial
del ARN ribosomal, probablemente asociada a la actividad de ribonucleasas o a
condiciones fisiologicas del tejido, lo que provoca la disminucion de los picos
ribosomales y el incremento de fragmentos pequefios (Imbeaud et al., 2005;
Fleige & Pfaffl, 2006).

Los tamafios ideales de los fragmentos ribosomales son aproximadamente 1800
nt para el 18S y 3500-5000 nt para el 28S (Thermo Fisher Scientific, 2025a). En
esta muestra, el 28S presenta un tamafio menor al esperado, lo que explica el
valor de RIN de 5,7, inferior al valor 6ptimo (>7), ya que este indice depende
principalmente de la integridad de los picos ribosomales. En consecuencia, la
relacion 28S/18S fue de 1,8, ligeramente menor al valor ideal cercano a 2
(Thermo Fisher Scientific, 2025b).
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No obstante, el alto DV200 (>90 %) indica que la mayoria de los fragmentos de
ARN supera los 200 nt, lo que sugiere que la muestra conserva material funcional
suficiente para la construccion de bibliotecas y analisis de RNA-seq (Matsubara
et al., 2020). Este comportamiento es consistente con la naturaleza del tejido
lefioso de Neltuma pallida, donde la presencia de metabolitos secundarios puede
interferir en la extraccién y estabilidad del ARN (Michel-Lépez et al., 2018) (ver
Figura 9)

Figura 9. Electroferograma TapeStation para medir la calidad del ARN
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3. Deteccién de virus por illumina

Se obtuvo entre ~80 000 y ~346 000 contigs mayores a 250 nt por muestra, con
longitudes promedio entre 415 y 526 nt. El andlisis de los contigs ensamblados
reveld ausencia de virus episomales infectando N. pallida. Ningan contig mostro
similitudes compatibles con virus fitopatégenos activos, incluyendo miembros de

Closterovirus, grupo previamente sospechado.

No obstante, el analisis BLASTX permiti6 identificar tres tipos de secuencias con
afinidad viral, todas consistentes con elementos enddgenos previamente

reportados en otras plantas (ver Tabla 7):

a) Secuencias relacionadas con rhabdovirus endégeno: en los seis conjuntos de
datos se detectaron contigs homologos a la nucleocapside (proteina N) de
rhabdovirus. previamente descrito como un fragmento viral integrado en el

genoma de Melia azedarach. La ausencia de otros genes esenciales
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(polimerasa, glicoproteina, fosfoproteina) y la baja cobertura uniforme
confirmaron que se trata de EVEs (Endogenous Viral Elements) y no de un virus
infectivo, el cual se origina por eventos de transferencia horizontal de material
genético viral hacia el genoma nuclear del hospedador, son "fésiles genéticos”
gue, a diferencia de los virus episomales, se heredan verticalmente y han perdido
su capacidad infectiva autbnoma (Katzourakis & Gifford, 2010; Feschotte &
Gilbert, 2012).

Se sugiere un rol adaptativo de los EVEs en la inmunidad antiviral, que actian
como moldes para la biogénesis de ARN interferente pequefio (SiRNA),
proporcionando un mecanismo de resistencia derivado del patégeno que permite
a la planta reconocer y silenciar virus exdgenos emparentados mediante la via
del ARNi (Feschotte & Gilbert, 2012; Whitfield et al., 2018).

b) Secuencias homodlogas a pararetrovirus enddégenos (EPRVS): se identificaron
contigs parcialmente similares a proteinas de pararetrovirus integrados en Citrus,
con secuencias tipicas de pararetrovirus hibernantes, no se detectd organizacion

gendmica compatible con un genoma viral activo.

Geering et al. (2014) demostraron que los EPRVs estdn ampliamente
distribuidos en las plantas con flores y que muchas de estas secuencias son

“reliquias” de infecciones hace millones de afios.

De acuerdo a Richert-Pdggeler et al. (2021), la mayoria de los EPRVs estan
fragmentados y silenciados epigenéticamente por el hospedero (metilacion del
ADN y siRNASs) para evitar su reactivacion.

c) Secuencias asociadas a mitovirus integrados: Se identificaron multiples
contigs con similitud a mitovirus (familia Mitoviridae) enddgenos, que

corresponden a regiones del genoma mitocondrial de N. pallida.

Nibert et al. (2018) afirman que los mitovirus endégenos ARN positivos, son un
fendbmeno comun en plantas lefiosas, donde han coevolucionado con sus

hospederos a lo largo de periodos extensos.
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La integracién de estas secuencias en el ADN mitocondrial sugiere de eventos
de transferencia horizontal de genes ocurridos en el pasado evolutivo de la

especie (Silva et al., 2020).

La ausencia de formas episomales activas en los tejidos analizados de N. pallida
refuerza la hipotesis de que estos elementos han perdido su capacidad de
replicacion autbnoma y se encuentran integrados de forma estable, un patrén
documentado ampliamente en la paleovirologia de plantas superiores (Bruenn et
al., 2015).

A pesar del extenso analisis, no se encontré evidencia de Closterovirus (CTV o

similares).

La anotacion funcional realizada mediante EQgNOG-mapper revelo la presencia
de varias proteinas predichas en N. pallida con similitud a proteinas virales,
incluyendo proteinas de multiplicacion de tobamovirus, proteinas de movimiento
viral, ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y dominios asociados a

recombinasas o ubiquitina ligasas tipo RING.

Este tipo de anotaciones, aunque inicialmente sugieren un origen viral, deben

interpretarse con cautela en el contexto genémico y evolutivo.

La deteccion de virus en plantas lefiosas mediante el estudio de los pequefios
ARN interferentes (siARN) derivados como respuesta inmune hacia los virus,
podrian determinarse mediante secuenciamiento de alto rendimiento (HTS), para
reconstruir genomas virales y dar mayores alcances a esta investigacion (Ruiz
Garcia & Olmos Castelld, 2021).
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Tabla 7.

Anotacién funcional de proteinas predichas mediante EQgNOG-mapper

%

Descripcion i iti
Query ID €scripcio Secuencias repetitivas en blast Identidad
il del ina del siti Isoforma X1 similar al ortélogo del sitio
NPAL_003079 Homq 0go de 1a prptelna e S.mo de integracidn viral ecotrépico 5 90.28
5 de integracion viral ecotrdpica
[Neltuma alba]
. e Proteina de multiplicacion del
NPAL_004214 Proteina de multiplicacion similar tobamovirus 1 similar [Abrus 68.71
a la del tobamovirus 1 ;
precatorius]
Pertenece a la familia de Proteina i iva TEV MOVIMIENTO
NPAL_004669 proteinas de choque térmico roteina mactlva. 95.09
pequefias (HSP20) RESTRINGIDO 2-like [Neltuma alba]
Pertenece a la familia de Proteina inactiva similar a TEV
NPAL_004670 proteinas de choque térmico RESTRINGIDO MOVIMIENTO 2 94.25
pequefias (HSP20) [Neltuma alba]
El dominio variante RING es un
motivo similar al dedo de zinc
C4HC3 presente en diversas Protef .
. - roteina no caracterizada
NPAL_004960  Proteinas celulares y virales. Se LOC114745677 isoforma X3 93.21
ha demostrado que algunas de
. . [Neltuma alba]
estas proteinas poseen actividad
de ubiquitina E3 ligasa, tanto in
Vivo como in vitro.
roteina de multiolicacion del Isoforma X2 similar a la proteina de
NPAL_011913 P p multiplicacion 2A del tobamovirus 92.17
tobamovirus
[Neltuma alba]
El dominio variante RING es un
motivo similar al dedo de zinc
C4HCs presente en diversas
NPAL 003954  proteinas celulares y virales. Se Proteina no caracterizada 99.34
- ha demostrado que algunas de LOC114722954 [Neltuma alba]
estas proteinas poseen actividad
de ubiquitina E3 ligasa, tanto in
Vivo como in vitro.
PROTEINA DE BAJA CALIDAD:
NPAL_014929  ARN polimerasa dependiente de ARN proteina no caracterizada 98.39
de mitovirus LOC114757245 [Neltuma alba]
NPAL_020862 Proteina de movimiento viral (MP) LO%rfiil;flr;%g?l';lae(:lftirr:”lzsi?ba] 95.28
Dominio de recombinasa viral Proteina no car_acterizada
NPAL_000210 o LOC114744997 isoforma X1 97.58
similar a Yqal [Neltuma alba]
Factor de virulencia de la pectina
NPAL_010050 liasa (InterPro IPR011050), Poligalacturonasa QRT3 similar, 822

repeticion paralela de beta-hélice
(InterPro IPR006626)

parcial [Neltuma alba]

Query ID: Identificador del gen en el genoma anotado
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3.1.Metatranscriptémica de N. pallida

En la Tabla 8, se presenta el resumen de como se clasificaron taxonémicamente
las lecturas de ARN-Seq del ARN de N. paliida, basado en clasificacion
taxonomica tipo Kraken2 y visualizado mediante Pavian, donde cada muestra

tiene un rango entrel3 y 22 millones de lecturas.

El analisis metatranscriptdmico de las muestras de N. pallida revelé que la
mayoria de las lecturas ARNseq clasificadas corresponden a secuencias de
origen vegetal entre ~78 % y 85 % en su mayoria, lo que confirma una adecuada

representacion del transcriptoma vegetal.

No obstante, una fraccién consistente de lecturas fue asignada a origenes
microbianos, representando aproximadamente 20-25 % de las lecturas

clasificadas en la mayoria de las muestras, con variaciones entre individuos.

Dentro de las lecturas microbianas, las bacterias constituyeron el grupo
predominante, mientras que las lecturas asignadas a hongos y protozoarios
fueron minoritarias (<0.2 % y <0.4 %, respectivamente), lo que refuerza la

interpretacion de una microbiota asociada estable y no patogénica.

Cabe destacar que no se detectaron lecturas clasificadas como virales en

ninguna de las muestras.

Este resultado es relevante y consistente con los analisis funcionales previos, ya

gue respalda la ausencia de infecciones virales activas en N. pallida.

Asi mismo, refuerza la interpretacion de que las secuencias con anotaciones
virales identificadas en el analisis protedmico corresponden a elementos virales
enddgenos o dominios conservados de origen viral, y no a virus exdégenos en

replicacion.
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Tabla 8.

Clasificacion taxon6mica de las lecturas ARNseq por Azenta
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PMO5 22,002,391 78.91 2.939 0 21.09 7594 0.1689 0.01028 4
PMO06 21,962,869 84.59 2,772 0 1541 81.79 0.114 0.007645 5
PMO08 17,913,220 82.79 4.083 0 17.21 78.68 0.1089 0.01052 2
PMO09 21,985,100 85.19 2.401 0 14.81 82.77 0.05818 0.005777 1
PM10 15,964,637 83.64 2.995 0 16.36 80.62 0.1074 0.007028 4
PMAO6 16,070,913 75.08 0.9341 0 24.92 74.14 0.1261 0.009296 S
PMAO7 14,466,949 73.49 0.9699 0 2651 7251 0.1828 0.008806 3
PMAO8 13,016,132 62.32 1.19 0 37.68 60.92 0.172 0.02266 2
PMAl1l1 13,413,532 72.69 1.218 0 27.31 71.4 0.107 0.008946 O
PMA16 14,877,593 31.77 8 0 68.23 23.62 0.1733  0.1409 5
PMAl17 13,443,531 49.98 1.852 0 50.02 48.01 0.1835 0.3248 1

El diagrama de Sankey que se observa en la Figura 10 es la representacion
grafica asignada a cada nivel taxondmico de la muestra PMAQO5 (GS=4) y
presenta la ruta taxondémica de las lecturas clasificadas. Dentro del dominio
bacteria, se detectaron los géneros endofitos Streptomyces, Pseudomonas,

Acinetobacter, Stenotrophomonas e Hydrogenophaga (Pseudomonadota).

Turner et al. (2013) y Spooren et al. (2024), postulan que la interaccion entre la
planta y microbios presentes en el suelo, aire y semillas forma un holobionte o
equipo bioldgico, seleccionado y guiado por el ADN de la planta para obtener

ventajas que le permitan adaptarse mejor a su entorno.

Gao et al. (2021) demostraron que plantas de pimiento enfermas por Fusarium
podria reclutar bacterias beneficiosas y mitigar los cambios en el microbioma de
los 6rganos reproductivos para facilitar su supervivencia, pudiendo atraer a
microbios beneficiosos mediante la modulacion de las vias de sefializacidon entre

la planta y el microbioma.
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Li et al. (2022) revelaron cémo los microbiomas de la filosfera difieren entre hojas

de citricos infectadas y no infectadas por Diaporthe citri. Identificaron

posibles mecanismos por los cuales el cambio observado en el microbioma

podria haber ayudado a las plantas a afrontar la presién de los patégenos.

Figura 10. Diagrama de Sankey: ruta taxondémica de las lecturas
microbianas
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4. Secuenciamiento por Macrogen
4.1 Deteccion del gen de la actinay de la proteina de la capside del CTV

La amplificacibn mediante RT-PCR de un fragmento de 465 pb del gen actina a
partir de ADNCc sintetizado con oligo(dT) fue positiva en todas las muestras
analizadas. Este resultado confirma la adecuada integridad del ADNc y la
eficiencia del proceso de retrotranscripcion. Debido a que actina es un gen
constitutivo ampliamente conservado en células vegetales, se emplea como
control interno para la normalizaciéon de la expresidon de genes diana y la
comparacion de los niveles de ARNm entre las diferentes muestras (ver Figura
11).
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Figura 11. Amplificacion del gen constitutivo de Actina

465 pb

La amplificacion del gen de la proteina de la capside (CP) del Virus de la tristeza
de los citricos (CTV), perteneciente al género Closterovirus, se observé en las
siete muestras de ADNc obtenidas por retrotranscripcion. La RT-PCR realizada
con los iniciadores nCTV-F y nCTV-R generd un amplicon de aproximadamente
212 pb en muestras de Neltuma pallida con diferentes grados de severidad del
sindrome de decaimiento. El tamafio esperado del fragmento amplificado fue
confirmado mediante un marcador de peso molecular de 1 kb. En algunos
carriles las bandas se observaron con menor intensidad, lo que podria asociarse
a bajas concentraciones del producto amplificado, fragmentacion del ARN,
variaciones en la eficiencia de amplificacion o condiciones de visualizacion en el

gel (ver Figura 12).

Figura 12. Amplificacién del gen de la proteina de la capside del CTV

212 pb

La amplificacion inespecifica o la presencia de secuencias virales enddégenas
(EVEs) en el genoma de la planta, pueden presentar similitud con genes virales
- - - - - - ~ o -
funcionales y ser amplificadas por iniciadores disefiados para detectar virus,
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generando productos de PCR que no corresponden necesariamente a
infecciones virales activas o secuencias homologas del hospedero, lo cual
explicaria la deteccion por RT-PCR y su ausencia en el analisis
metatranscriptomico de RNA-seq (Boutanaev & Nemchinov, 2021; Wang et al.,

2024).

Tabla 9.

Secuencias amplificadas para CTV por Sanger
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14 (P25) del aislado
del CTV

4.2 Secuenciamiento

Las secuencias obtenidas por secuenciacion de Sanger del producto amplificado
por PCR correspondiente a la muestra PMA10 fueron analizadas mediante
BLAST. El analisis mostré una identidad nucleotidica maxima de 96,55 % y una
cobertura del 100 % con secuencias reportadas de virus pertenecientes a la
familia Closteroviridae, incluyendo aislamientos del Citrus tristeza virus (CTV).
Este resultado se obtuvo tanto mediante el analisis directo como utilizando un

filtro taxondmico especifico para Closteroviridae (taxid: 69973) (ver Tabla 9).

El amplicon analizado presenté una longitud de 212 pb, correspondiente a la
region amplificada con los iniciadores nCTVF/nCTVR. A continuacion, se
muestra la secuencia nucleotidica obtenida a partir de la muestra proveniente

del norte del Peru:

Secuencia: H201222-020_E07_02CV_nCTVF.abl (212 pb)

GATGAACGAATTGCGTCAGTTGAGTACCCAACAGCACGCTGCCTTTGACAGAGAC
TTTCTTCCTTTACTTTGAAAGGGAAGCATCCCTAACTTACCTGATAAAGATAAGGA
CTTCTCACATAGCTATGATGTTGTATCGTTTAGCAGTTAAGAGTTCATCATTACAAA
GCGATGACGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGAGGGTGTTGAA
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No obstante, el nivel de identidad obtenido corresponde a un fragmento parcial
del genoma viral, por lo que este valor no resulta suficiente para confirmar de
manera concluyente la presencia especifica de CTV en Neltuma pallida, siendo
necesario complementar la evidencia con secuencias de mayor longitud o con

analisis gendmicos adicionales.

Si bien, mediante RT-PCR se obtuvo una amplificacion positiva con los
iniciadores nCTVF y nCTVR, generando un amplicon de aproximadamente 212
pb, que en la secuenciacién Sanger mostré 96,55 % de identidad con secuencias
reportadas del closterovirus que infecta Neltuma. El hecho que este virus no fue
detectado en el andlisis transcriptdmico mediante RNA-Seq, sugiere que la
amplificacion observada no es suficiente, por si sola, para confirmar de manera

inequivoca la infeccion especifica por dicho closterovirus.

Por un lado, esta diferencia puede atribuirse a un bajo nivel de infeccion viral en
el tejido analizado, lo que habria permitido su deteccibn mediante una técnica
altamente sensible y dirigida como la RT-PCR, pero no su identificacion a través
de un enfoque no dirigido como el RNA-Seq. En este contexto, se ha demostrado
gue la RT-PCR es capaz de detectar cantidades extremadamente bajas de ARN
viral, incluso cuando estas se encuentran por debajo del umbral requerido para
el ensamblaje o la anotacién confiable de secuencias virales en analisis

transcriptémicos masivos (Adams et al., 2009; Wu et al., 2015).

No obstante, el nivel de similitud obtenido (96,55 %) corresponde a una region
parcial del genoma viral y no alcanza los valores generalmente aceptados para
una asignacién taxondémica especifica concluyente en virologia vegetal.
Identidades inferiores al 98-99 % en fragmentos cortos pueden reflejar la
amplificacion de variantes no caracterizadas, virus filogenéticamente cercanos o
productos inespecificos, particularmente cuando se emplean cebadores de

caracter genérico (Simmonds et al., 2017).

En este sentido, no puede descartarse la posibilidad de contaminacion cruzada
proveniente de otra fuente de ARN capaz de amplificarse con los iniciadores

NCTVF/nCTVR disefiados para detectar un amplio rango de closterovirus. Esta

74



falta de especificidad puede verse exacerbada por condiciones subdptimas de
amplificacion, como una temperatura de hibridacion baja, favoreciendo la unién
inespecifica de los cebadores y la generacion de falsos positivos (Bustin et al.,
2009).

Adicionalmente, la ausencia del closterovirus en los datos de RNA-Seq podria
estar relacionada con diversos factores metodoldgicos, tales como una
profundidad de secuenciacion insuficiente, una baja proporcion de ARN viral en
relacion con el ARN total del hospedero o la degradacion diferencial del ARN
viral. Asimismo, se ha reportado que problemas de especificidad en regiones
gendmicas altamente variables, en particular en el extremo 5, pueden limitar
tanto la deteccion bioinformatica como la correcta asignacion taxonémica de
virus de plantas (Massart et al., 2014). De manera adicional, la posible presencia
de secuencias virales integradas en el genoma del hospedero podria generar
sefales positivas espurias en ensayos de RT-PCR convencional (Feschotte &
Gilbert, 2012).

De acuerdo con las Normas Internacionales para Medidas Fitosanitarias (NIMF,
2016), la RT-PCR convencional para la deteccion de Citrus tristeza virus (CTV)
presenta limitaciones importantes en términos de sensibilidad y especificidad.
Dichas normas recomiendan el uso de RT-PCR con inmunocaptura (IC-RT-PCR)
empleando anticuerpos policlonales o monoclonales especificas para CTV, dado
qgue la RT-PCR convencional sin inmunocaptura puede no ser suficientemente
sensible y generar resultados no concluyentes. Ademas, los inhibidores en
tejidos vegetales pueden afectar significativamente la eficiencia de la
transcripcion reversa y la amplificacidon, incrementando la probabilidad de
resultados inconsistentes (EPPO, 2016).

No obstante, estas limitaciones, la aplicacion de RNA-Seq continda siendo una
herramienta de alto valor para el estudio de interacciones hospedero—patogeno,
ya que permite una deteccion amplia y no sesgada de virus, asi como la
caracterizacion simultanea de la respuesta transcriptomica del hospedero. En
conjunto, los resultados obtenidos ponen de manifiesto la complementariedad
entre técnicas dirigidas (RT-PCR/Sanger) y no dirigidas (RNA-Seq), resaltando

gue la ausencia de deteccion viral mediante RNA-Seq no necesariamente
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implica la ausencia del virus, sino que puede reflejar niveles de infeccién bajos,
transitorios o limitaciones inherentes a cada metodologia (Barba et al., 2014;
Massart et al., 2017).

5. Indexado
5.1 Crecimiento de brotes (cm)

El ANOVA (ver Tablas 12, y 13 del Anexo) del ritmo promedio diario de
crecimiento (RPDC) de los nuevos brotes en diferentes periodos de observacion
después de la poda total, indica que, en ambos casos, todos los tratamientos en
las dos fases fueron estadisticamente iguales, sin diferencias entre ellos. Los
resultados de la prueba comparativa de medias de Duncan indican que no hubo

diferencias significativas en el crecimiento de los brotes (ver Tabla 10).

Tabla 10.

Prueba de Duncan: ritmo promedio de crecimiento (cm) de brotes (a=0,0)

T . Primera defoliacion Segunda defoliacion de los
ratamientos
de los plantones plantones
Indexado de Arboles en Estado Inicial
. 16775 a 3,5475 a
de Decaimiento (IAEID)
Indexado de Arboles en Estado
] o 1,7100 a 1,0800 a
termedio de Decaimiento (IAEIntD)
Indexado de Arboles en Estado
o 1,8376 a 0,9325a
Avanzado de Decaimiento (IAEAD)
Indexado de Plantones Sanos (IPS) 2,0400 a 1,0425 a
Sin Indexado (SI) 1,7200 a 0,6475 a

Figura 13. Curva de crecimiento de brotes después de la primera
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Figura 14. Curva de crecimiento de brotes después de la segunda
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El crecimiento de los brotes 62 dias después del indexado y 37 dias después de
la primera defoliacion total varié desde 14, 65 cm en el Testigo sin indexado (SI)

hasta 19,96 cm en el Testigo indexado con plantén sano (IPS) (Ver Fig. 13).

El crecimiento 90 dias después del indexado y 28 dias después de la segunda
defoliacion total, varié desde 9,02 cm en el Testigo sin indexado (SI) hasta 15,09
cm en el tratamiento Indexado de Arboles en estado avanzado de decaimiento
(Ver Figura 14).

5.2 Aspecto externo del follaje de los plantones

En las Figuras 15a-e, 41 dias después del indexado (DDI) y 16 dias después de
la primera defoliacion y despunte (DDPD), se observan los nuevos brotes con

buen aspecto del follaje, verde y en apariencia sanos en todos los tratamientos.

Las Figuras 15f-j muestran que a 48 DDI y 23 DDPD, los nuevos brotes seguian
creciendo en todos los tratamientos, con buen aspecto del follaje y sin sintomas

de enfermedad.

Las Figuras Fig. 15k-ii, muestran que a 55 DDI y 30 DDPD, los brotes sanos y

con buen aspecto.

En las Figuras 150-s, se visualiza que a 62 DDI y 37 DDPD, los nuevos brotes
crecieron sanos, con buen aspecto del follaje y sin presencia de sintomas de

enfermedades.
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Terminada esta evaluacion, se realizdé la segunda defoliacion de todos los

plantones.

69 DDI y 07 dias después de la segunda defoliacion (DDSD), las Figuras 16a-e,
muestran que los primeros y pequefios brotes de todos los tratamientos seguian

mostrando un buen aspecto del follaje, verde y en apariencia sanos.

Las Figuras 16f-j, a 76 DDI y 14 DDSD, siguen mostrando nuevos brotes
crecieron normalmente en todos los tratamientos y con un buen aspecto del

follaje.

Igualmente, en las Figuras 16k-ii y 16p-s se observa que a 83 DDIy 21 DDSD y
a 90 DDl y 28 DDSD, seguian creciendo notoriamente, con buen aspecto y sanos

y sin sintomas de enfermedades.

Un importante aspecto que no se tuvo en cuenta fue la temperatura, teniendo en
cuenta que los ensayos preliminares se iniciaron desde el mes setiembre del
2024 y se prolongaron hasta febrero del 2025, meses en que las temperaturas
internas pueden superar los 30°C en horas de la tarde en el tinglado de la UDEP
con malla raschel. De acuerdo a Rostaicher (1991), en ensayos de indexado con
el CTV, latemperatura de mantenimiento es 24-27 °C es y la temperatura minima
es 18-21 °C, condiciones con las que los primeros sintomas aparecen en 3 a5

semanas. Segun el mismo autor, el CTV a temperaturas altas se inactiva.

De acuerdo a NIMF (2016), el CTV se transmite con facilidad a nivel experimental
al injertarse sobre citricos sanos el material vegetal infectado, es una técnica
antigua y confiable que consistentemente confirma la presencia o ausencia de

un patoégeno transmisible.

no transmisibilidad de enfermedad durante los 90 dias de estudio corrobora los
resultados del ARNseq obtenidos por Azenta y los resultados del

secuenciamiento por Macrogen.

Roistacher (1991), afirma que los primeros sintomas del CTV aparecen en hojas
jévenes y maduras de lima mexicana (Citrus aurantifolia) como: aclarmiento de
venas, moteado foliar leve, ahuecamiento de las hojas, acorchamiento de venas,
picaduras de los tallos y retraso del crecimiento. Tampoco se evidenciaron
cambios fisiol6gicos, a pesar de haber defoliado totalmente los plantones en dos

oportunidades.
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Los resultados obtenidos con el indexdo refuerzan los resultados obtenidos por
la plataforma illumina del ARNseq que, no encontrd secuencias de Closterovirus

activos en el ARN del algarrobo, objetivo de este estudio.

Figura 15. Aspecto del follaje después de la primera defoliacion
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Figura 16. Aspecto del follaje después de la segunda defoliacion
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6. CONCLUSIONES

Conclusion general

El andlisis metatranscriptomico mediante secuenciacion de proxima generacion

(RNA-seq lllumina), complementado con secuenciacion Sanger y pruebas de

indexado bioldgico, no evidencié la presencia de virus transmisibles ni de virus

episomales en Neltuma pallida, incluidos miembros de la familia Closteroviridae.

En consecuencia, los resultados obtenidos no sustentan la hipotesis de que

closterovirus estén asociados con el sindrome de decaimiento y muerte del

algarrobo evaluado en este estudio.

Conclusiones especificas

1.

El sindrome de decaimiento del algarrobo se caracteriza por muerte
regresiva de ramillas que progresa hacia ramas de mayor tamafo,
acompafada de descortezamientos longitudinales, estallamientos del

cambium y perforaciones en tronco y ramas.

El ARN extraido del cambium presenté mayor calidad que el obtenido de
hojas. Aungue los valores de RINe indicaron cierto grado de degradacion,
la proporcion de fragmentos mayores de 200 nt permitié su utilizacion en

la construccion de librerias de RNA-seq.

El analisis de RNA-seq y el ensamblaje de contigs no evidenciaron virus
episomales en N. pallida. Las secuencias con similitud viral detectadas
correspondieron a elementos virales endégenos y las lecturas mostraron

predominio de asignaciones bacterianas.

El 96,55 % de similitud obtenido mediante secuenciacion Sanger y los
resultados del indexado bioldgico no confirmaron la presencia ni la

transmisibilidad de un closterovirus asociado al decaimiento del algarrobo.
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7. RECOMENDACIONES

. Realizar estudios basados en secuenciacion de ARN pequefios (small RNA-
seq) para detectar virus de ARN mediante el analisis de ARN interferentes
derivados de virus (vsiRNA), lo que permitiria identificar infecciones virales de
baja abundancia o altamente divergentes no detectadas por RNA-seq

convencional.

. Continuar las investigaciones sobre posibles agentes etiolégicos no virales,
mediante el aislamiento e identificacion de hongos y bacterias asociados a
tejidos sintomaticos de Neltuma pallida, complementando estos estudios con

pruebas de patogenicidad.

. Desarrollar estudios de transcriptdmica comparativa mediante secuenciacion
de nueva generacion, con el fin de identificar genes y rutas metabdlicas
asociadas a respuestas de estrés en arboles afectados por el sindrome de

decaimiento.

. Evaluar el caracter multifactorial del sindrome de decaimiento, investigando la
posible interaccion entre estrés hidrico, insectos xiléfagos barrenadores y

hongos lignoliticos asociados a pudricion del duramen.
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ANEXO
Tabla 12

ANOVA del Ritmo Promedio Diario de Crecimiento Diario — RPDC de brotes
después de la primera defoliacion. Piura, 2026

FV SC GL CM FV Sig. (a=0,05)
Tratamientos 0,354 4 0,088 0,118 0,974
Error 11,226 15 0,748
Total 76,164 20
Tabla 13

ANOVA del Ritmo Promedio Diario de Crecimiento Diario — RPDC de brotes
después de la segunda defoliacion. Piura, 2026

FV SC GL CM FVv Sig. (a=0,05)
Tratamientos 22,457 4 5,614 0,887 0,495

Error 94,680 15 6,331

Total 159,467 20

103



