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APENDICE A

AGCGCCCAATACGCAARCCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTARTGCAGCTGGCACGACAGETTTCCCGACTGGAAAGCGGGE
AGTGAGCGCARCGCARTTAATGTGAGT TAGUTCACT CAT TAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGC TTCCGGCTCGTATGTTGTGTGG
ARPTGTGAGCGGATARCARTTTCACACAGGARACAGC TATGACCATGATTACGCCAAGCTCAGAA NN g TG T
COTGCAGGTTTAAACGAATTUGCCCTTAGCTTCCTGGAAAAGC TGATGACAAAAGGAAAGTACCTGAATTTGTCAAATCGAAGCTGTAT
GATGGTGATGTAAGTTTGTCACAAA TCAGTGAGGAAT TGAGCCATGCTCCAACAAAGAAATTCCCTGCAAGGGTGT TTCTCAAGATTGA
TATAGACAACTTACCAAGTGC TGTTTGC TC TAGGTGTAAG TTGAATATTGCAGGTAATCGA TCTGTGAGATATGCTGGG TTTGCGAGCA
GTTTTCAAACCAAGCAAAAGTTGTCCCCTGCTGTTGG TGCAACTCCTGAATCCCTGATGCCATTGC TGGAAACCAATCAGAAGATTGAA
AAATCAATTGCAATAAGAGATTTTC TGARAACAATGGAGGGACAATGGAAGAATCAGARAAGGC TTCATCCTTTATC TGATGAAAAACT
GACAATAAAAAACTTCACTCTGAAGTTGACATGTGCCATAATTTACAGCC TCAC TCCAGA TGGCAGAAT TGACATGGLCGAGAGGATAA
TAACCGACAAGAACAAGGGGT TTCAGAATGACAGAAAL TTCTTTGGCGATGG TGAAGGGCC TACTAGGACATIC TGTTTTTGTCAACAC
ACTCCAGGGCGAAT TCGCGGCCGC TAAATTCAATTICGCCC TATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCG TTT TACAACGTCGTG
ACTGEGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCC TTGCAGCACATCCCCCTT TOGCCAGETGGCGTARTAGCGARGAGGCCCGCACT
GATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTATACGTACGGCAGT TTAAGGTTTACACCTATARAAGAGAGAGCCGTTATCGTC TCTTTGT
GGATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCGGGGCGACGGATGETGATCCCCCTGACCAGTGCACGTE TGCTGTCAGATARRGTCTCCE
GTGRACTTTACCCGETGETGCATATCGEGGATGAAAGC TGGCGCATGATGACCACCGATATGECCAGTGTGCCGGTCTCCGTTATCGEG
GAAGAAGTGGCTGATCTCAGCCACCGCGAAAATGACATCARAARCGCCATTARCCTGATGTTCTGGGGAATATARATGTCAGGCATGAG
ATTATCAABAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTCACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGGTGCTGACCCCGGATGAATGTCAGCTACT
GGGCTATCTGGACRAGGEARRACGC ARGCGCARAGAGAAAGCAGGTAGC TTGCAGTGGGCT TACATGGCGATAGC TAGACTGGGCGETT
TTATGGACAGCARGCGAACCGGARTTGCCAGE TGGEGCGCCCTCTGGTAAGSTTGGGARGC CCTGCARAGTARACTGGATGGCTTTCTT
GCUGCCARGGATCTGATGECGOAGECGATCARGCTCTGATCARGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGAT TGAACAAGATGGATTGC
ACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGUCGTGTTC
CGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCARGACCGACCTGTCCGGTGECCTGAATGARCTGCARGACGAGGCAGCGCGGCT
ATCGTGGCTGGCCACGACGEGCATTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGT TGTCACTGAAGCGEGAAGGGACTGGC TGC TATTGGGCGAAG
TGCCGGGECAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGARAGTATCCATCATGGCTGATGCARTGCGGCGGCTGCATACGCTT
GATCCGECTACCTGCCCATTCGACCACCARGCGARRCATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGA
TGATCTGGACGANGAGCATCAGGGGC TCGCGCCAGCCGARCTGT TCGCCAGGCTCARGGLGAGCATGC CCGACGGCGAGGATCTCGTCG
TGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGRATATCATGGTGGARARTGGCCGC TTTTCTGGATTCATCGACTGTGGLCGGCTGGGTGTGGER
GACCGCTATCAGGACATAGCGTTGECTACCCETGATAT TGC TGARGAGC TTGGCGECGARTGGGC TGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGS
TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCC TTC TTGACGAGTTCTTCTGAATTATTARCGCTTACAATTTCCTGATGE
GGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATT TCACACCGCATCAGGTGGCACTTTTCGGGGARRTGTGCGCEGAACCCCTATTTGTTT
ATTTTTCTAARTACATTCARATATGTATCCGCTCATGAGATTATCAARRAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTARAAATGARGTT
TTARATCARTCTABAGTATATATGAGTARAC T TGGTCTGACAGTTACCAATGC TTARTCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTA
TTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATARCTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTECAATGAT
ACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATARACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTT
TATCCGCCTCCATCCAGTCTATTARTTGTTGCCGGGAAGUTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATT
GCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGETATGGCT TCATTCAGC TCCGGTTCCCAACGATCARGGCGAGTTACATGATCCCC
CATGTTGTGCARARAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGARGTARGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGG
CAGCACTGCATARTTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCARGTCATTCTGAGAATAG
TGTATGCGGCGACCGAGTTGCTC TTGCCCGGCGTCARTACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGE
AARACGTTCTTCGGGGCGAARACTCTCAAGGATCTTACCGCTGT TGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCARCTGATCTT
CAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCARARACAGGARGGCARRATGCCGCARAARAGGGAATARGGGCGACACGGARA
TGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTT TCARTATTATTGAAGCATTTATCAGGET TAT TGTCTCATGACCARBATCCCTTARCGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCARAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTARTCTGCTGCTTGCARA
CARAARRARCCACCGCTACCAGCGSTGETT TGTTTGCCGGATCARGAGCTACCAACTC TTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCG
CAGATACCRARTACTGTTCTTCTAGTGTAGCCSTAGT TAGGCCACCACTTCAAGARCTC TGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCT
ARTCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATARGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCARGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGE
GGTCGGGCTGAACGGEGEGTTCGTGCACACAGCCCAGC TTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGA
GARAGCGCCACGCTTCCCEARGGGAGAMAGECGGACAGGTATECGGETAAGCGGCAGGG TCGGARCAGGAGAGCGCACGAGGERGCTTCC
AGGGGGAARCGCCTGGTATCTT TATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTC TGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGEE
GGAGCCTATGGAARRACGLCAGCARCGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC CTTTTGCTGGCCTTTTGC TCACATGTTCTTTCCTGCGTTA

TCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGARACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGT
GAGCGAGGAAGCGGARLG

Figura 17. Secuencia del vector TOPO PCR®4 mis la secuencia del fragmento de 600
pb clonado. CAGCTG: sitio de corte de la enzima, [

secuencia del promotor de la RNA polimerasa T3, letras azules: secuencia del fragmento

de 600 pb, letra en cursiva: regién que se transcribe.
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Fragmentos:
a:2618 pb

b: 985 pb es el que

contiene ¢l fragmento
clonado de 600 pb
¢: 593 pb
d- 360 nh

Pvull

Puyull

Pyull

Pvull

Figura 18. Simulacién de la digestion del plasmido con la enzima Pvu 11,

con ¢l programa NEB Cutter V2.0

Tabla XVII
Mezcla de reaccidn para transcripcidn in vitro
Componente volumen
Bufter 5X para transcripeion 20 uL
DTT 160 mM 10 L
Inhibidor de ribonucleasas RNAsin 100 u

rATP, rGTP, rUTP y rCTP (2.5 mM)

preparados por mezclar cada uno de los

cuatro INTP’s de concentracion 10mM 20 uL
DNA plasmido linealizado 2-5pg
RNA polimerasa T3 40 u
Agua libre de nucleasa a un volumen final 100 pL

esta mezcla se incuba 1 h a37°C

%0



APENDICE B

GCTTCCTGGAARAGCTGATGACAAAAGGAAAGTTCCTGAATTTGTCAAGTCAAAACTGT
ATGATGGTGACGTGAGTTTGTCACARATCAGTGAGGAGTTGAGCCATGCTCCAACCAAG
AAATTCCCTGCAAGGGTATTTCTCAAGATTGATATTGATAACTT GCCAAGTGCTGTTTG
CTCCAGATGCAAACTGAATATTGCTGGARATCGATCTGTGAGGTATGCCAGCTTTGCAA
GCAGCTTTCARACAAAGCAAAAGTTGTCCCCTGCTGTTGGTGCAACTCCTGAGTCCTTG
ATGCCTTTACTAGARAACABRACCAGAAGATTGAGAAGGCAATTGCAATTAGGGATTTCCT
AAAAACGATGGARAGGTCAATGGAARRACCAGRAAGCGACTCCACCCCTTATCTGATGAGA
AACCGACAATCAAGAACTTCACCTTGAAGCTAACATGCGCTATAATCTACAGCCTCACT
CCAGATGGAAGAACTGACATGGCAGAGAGGATAARTATCCGACRATAATARGGGGTTTCA
GAATGATAGGAACTTTTTTGGTGATGGTGAAGGGCCAATAAGGACATGGAGTGTGTTGA
CAAAACCAGA

Figura 19. Secuencia reportada por Barthe, ef al., 1998 (no. de acceso en banco de genes

AF036338). L, secuencias consenso en 22 secuencias reportadas en GenBank.
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APENDICE C

= Primer Express 2.0 - [TagMan® MGS Probe #1]

Sequence | Paams | RnCone | Pamers [ Results
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Figura 20. Resultado del analisis de la secuencia de 559 bases por medio del
programa Pimers express ' para la seleccion de un conjunto de primers y

sonda para RT-PCR tiempo real



APENDICE D

Tabla XVIII
Similaridad de la secuencia de 79 bases que se amplifica en RT-PCR tiempo real, con

otras secuencias reportadas en el banco de genes

No. de acceso % de similandad
AY 194918 100 79/79
AY194917 100
AY 194908 100
AY194905 100
AY194904 100
AY1954916 98 78/79
AY194915 98
AY194914 98
AY194913 98
AY 194912 98
AY 194911 98
AY194909 98
AY 194907 98
AY 194900 98
AY 194906 97 7779
AY194903 97
AY194902 97
AY194901 97
AMI159538 97
AY654894 97
AF036926 93 74/79
AFQ69855 92 66/71

AF(Q36338 92
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DETECCION CUANTITATIVA DEL VIRUS PSOROSIS DE CiTRICOS MEDIANTE
RT-PCR TIEMPO REAL
QUANTITATIVE DIAGNOSIS OF CITRUS PSOROSIS VIRUS BY REAL TIME RT-
PCR
Gabriela Barragin-Valencia', Alberto Morales-Loredo?®”, Maria Genoveva Alvarez-Ojeda’,

Maria de los Angeles Pefia del Rio®, Isela Quintero-Zapata'

'Instituto de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL, Av. Pedro de Albay
Manuel L. Barragan S/N, Cd. Universitaria, C.P. 66450, San Nicolas de los Garza, Nuevo Leon,
México. ' INIFAP, Centro de Investigacién Regional del Noreste, Km 4.5 Carretera a Reynosa,

Tel. y Fax.: 01 (81)83674487 Ext. 132. Guadalupe, Nuevo Leon, México. C.P. 67100. Email:

morales.alberto@inifap.gob.mx.

RESUMEN

La RT-PCR tiempo real es una alternativa para la deteccién del virus psorosis de
citricos (CPsV), brinda la oportunidad de evaluar carga viral que puede ser un indicador til en
¢l estudio de la psorosis. En este trabajo se implementd un protocolo de RT-PCR tiempo real
para la deteccion cuantitativa del CPsV, para lo que se disefiaron un conjunto de iniciadores y
sonda Tagman con base en una secuencia de 559 nt del gen de la proteina de la capside del
CPsV procedente de tejido infectado de un arbol de campo’. En el desarrollo de la curva
estandar se obtuvo un R* = 0.998 de la cantidad de ARN molde con respecto a los valores de Cy
y- una eficiencia de amplificacion de 94.5%. La deteccién del virus por medio del protocolo
implementado en la planta de invernadero fue consistente. En la deteccion en muestras de
campo se obtuvo un 40% de sensibilidad. Se cuantifico carga viral en muestras de la planta de

invernadero y en muestras procedentes de cuatro arboles de campo.

" En este traba)o se obtuvieron dos secuencias de un fragmento
de 559 nt y se reportaron en NCBI. Los numeros de acceso de
estas secuencias son: EF6185347 y EF618548.






