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CARACTERIZACION DE AISLA

CLOSTEROVIRUS MEDIANTE POLIMORFISMOS CONFORMACIONALES DE CADENA

CHARACTERIZATION OF MEXICAN

Jorge Aguilar Rio

RESUMEN

El virus tristeza de los citricos {CTV), se presenta en
la naturaleza como un complejc patogénico de
variantes, ocasionando diversos sintomas en varias
combinaciones cultivarfinjerto. Varios métodos se han
utiizado para la identificacion y diferenciacién de
variantes. Los polimorfismoes conformacionales de
cadena sencilla (SSCP), son sensibles Yy rapidos, para
la determinacion de variantes virales a nivel de DNA,
Este estudio pemmitié detectar diferencias en los
genes p13, p20 y p23 del CTV, mediante ios patrones
electroforéticos SSCP, de 11 aislamientos de [a
repUblica mexicana; estableciendo como aislamientos
suaves los detectados en las entidades de Jalisco,
Quintana Roo, Campeche, Nayarit, Veracruz, Colima
¥y Yucatén;
presentes en Baja California Norte y Tamaulipas {con

como aislamientos severos a los

movilidad  electroforetica diferente) y  como
aislamientos moderado-severos a los de Michoacan y
Nuevo ie6n, La técnica fue atil al permitir la deteccion
de forma répida y a bajo costo de variantes severas
del CTV que pudiesen ser introducidas o aparecer por
mutacion natural en los cltricos mexicanos, esto
permite la seleccién oportuna de aislados suaves con

capacidad protectora frente a otros severos.
Palabra clave: Citrus Tristeza Closterovirus, S8SCP

1 Tesista
2 Director

MIENTOS MEXICANOS DEL CITRUS TRISTEZA
SENCILLA

ISOLLATES OF CITRUS TRISTEZA CLOSTEROVIRUS
THROUGH SINGLE-STRAND CONFORMATION POLYMORPHISM ANALYSIS

s', Emestina Valadez Moctezuma®

ABSTRACT

Citrus tristeza virus (CTV), exists in nature as a

complex mixture of strains, causing several symptoms

in  various cuitivar/graft combinations,

Several

methods have been used for the idenfification and

differentiation of strains, Single-strand conformation

polymorphism analysis (S8CP), is a fast, virus-

sensitive technique that detects virus strains at the

DNA level.

This study detected differences in the

P13, P20 and P23 CTV genes in 11 Mexican isolates
through SSCP analysis. Mild isolates were detected in

Jalisco, Quintana Roo, Campeche , Nayarit, Veracruz,

Colima and Yucatan states, while severe isolates

were found in Baja California (Mexicall) and

Tamaulipas states (with different electrophoretic

mobility) and moderately severe isolates were found

in Michoacan and Nuevo Leén states. This technique

detected quickly and inexpensively the severe strains
of CTV which could have entered Mexico through

fmported grafts or through the natural mutation of
mild strains that had already been established

in

Mexican citruses. This detection can be useful for

cross protection.

Key words: Citrus Tristeza Closterovirus, SSCP
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1. INTRODUCCION

El virus tristeza de los citricos (CTV), se presenta en la naturaleza como un complejo
patogénico de variantes, ocasionando diversos sintomas en distintas combinaciones
de cultivarfinjerto de diferentes hospederos, transmisibilidad por afidos o la
capacidad para interferir con otras variantes (Raccah et al., 1980; Ballester-Olmos et
al., 1993, Van Vuuren et al., 1893).

Varios acercamientos para la identificacion y diferenciacion de variantes se han
probado en un esfuerzo por desarrollar un procedimiento sensible, répido, fiable y
especifico, que podria aplicarse para erradicar variantes severas del virus que
pudiesen ser introducidas o aparecer por mutacion natural en los citricos mexicanos;
y asi aplicar este método para la seleccién répida de aislados débiles o suaves con
capacidad protectora frente a otros severos. Ello permitiria reducir los ensayos de
proteccion cruzada, utilizando Unicamente los aislados avirulentos preseleccionados
en invernadero.

Los meétodos utilizados para diferenciar variantes del CTV incluyen ia reaccidén con
~distintos anticuerpos monoclonales, el analisis de mapas peptidicos de la proteina de
la cépside, el andlisis de RNAs bicatenarios (dsRNAs) en plantas infectadas y la
hibridacién molecular con sondas de DNA complementario (CDNA). Los dos primeros
sdlo detectan diferencias localizadas en el gen de la proteina capsidica, mientras que
los otros dos puede detectar cambios en otras zonas del genoma. Asi mismo, la
hibridacion molecular con sondas de cDNA obtenidas mediante retrotranscripcién
con cebadores al azar tiene la limitacién de no dar informacién sobre las zonas del
genoma implicadas en la diferenciacién de los aislados. La secuenciacion
nucleotidica de genes individuales es lo mas exacto para la identificacion de
variantes, pero a la fecha aun es costoso y el tiempo que consume para los
propositos de la rutina es alto.



Los polimorfismos conformacionales de cadena senciila o SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism), representan un método sensible y rapido para ia
deteccién de mutaciones puntuales identificadas en los productos amplificados de
PCR a partir de DNA genomico (Hayashi, 1991).

Es un método répido, simple y no Isotdpico (no radioactivo) que involucra la
desnaturalizacion del DNA de doble cadena (dsDNA) por dleali o formamida parg
obtener DNA de una solg cadena (ssDNA) y observar sy movilidad sobre un gel de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes. El PCR-SSCP es una simple y
poderosa herramienta que permite por tanto, determinar las variantes a nivel de DNA
de un sin ndmero de patégenos (Orita ef af,, 1989; Xie, et af, 2002),

En el presente trabajo se utilizaron los polimorfismos conformacionales de cadena
sencilla como métedo alternativo para la deteccién rapida de mutaciones en ¢l
genoma del CTV de aislados mexicanos.



1.1 Hipétesis

Es posibie utilizar los Polimorfismos Conformacionales de Cadena Sencilla (SSCP)
para la deteccion rapida, precisa y sensible para Ia discriminacién de variantes del
virus tristeza de los citricos,

1.2 Objetivos

* Implementar Ia técnica de SSCP para la deteccién de razas de| virus tristeza de
los citricos (CTV) de diferentes aislamientos de Ia Republica Mexicana,

¢ Comparar los patrones electroforéticos de SSCP resultantes de los genes p13,
P20 vy p23 con las secuencias nuclectidicas reportadas para aislamientos
encontrados en México.



Il. REVISION DE LITERATURA

21 Importancia Econdmica de los Citricos en México

Mexico tiene un total de Superficie 502,554 ha con una produccion de 6°504,258 ton
de citricos, siendo el principal productor de limoén mexicano y limén Persa a nivel
mundial y cuarto en |g produccién de naranja. Con lo anterior se benefician 38,500
productores mexicanos, (INIFAP-SAGAR, 1999).

A nivel nacional Ia Superficie cultivada de citricos ocupa el 23% del total destinado en
frutales, dicha superficie se distribuye en los estados de Veracruz, Nuevo Ledn, San
Luis Potosi y Tamaulipas que aportan el 75% de |Ig produccion Nacional, constituida
POr naranja, mandarina y toronja; los estados productores de limon (Colima,
Michoacan, Guerrero, Veracryz y Oaxaca) aportan el 14.9%: Yucatan, Sonora,
Sinaloa y Tabasco el 9.5% y otros estados el 0.6% restante. El Estado de Veracruz
es el principal productor de citricos en el pais, ya que cuenta con 34% de la
superficie plantada a nivel nacional (Andnimo, 1993).

2.2. Principales plagas y enfermedades de los citricos en México

Los citricos en México son afectados notablemente por algunas plagas y
enfermedades que reducen Ig producciédn y calidad del fruto Y muchas veces causan
la muerte de los arboles. Las plagas mas importantes que se encuentran en las
regiones productoras en México son: arafa roja (Panonychus citri, MacGregor);
escamas (Aonidiella aurantii Maskell; Unaspis citri, Comstock); trips (Scirtothrips citri
Moult); pulgones (Aphis citricola, Van der Goot, sin. A. Spiraecola, Patch: Toxoptera
auranti, Fonscolombe; Aphis gossypii Glover); minador de Ia hoja (Phyllocnistis
citrefla, Stainton); acaro blanco (Polyphagotarsonemus latus, Banks). Entre las



enfermedades destacan: gomosis (Phytophthora citrophthora, (RE.Sm. & EH. Sm.)
Leonian; Phyfophthora parasitica, Dast.), mancha grasienta (Mycosphaerella citri,
Whiteside), antracnosis (Collefotrichum acutatum (Brown et al., 1996) antes C.
gloeosporioides), melanosis (Diaporthe citri, (Fawc) Wolf); rofa (Elsinoe fawcetti,
Bitancourt y Jenkins); otras enfermedades causadas por virus y viroides, son:
psorosis, exocortis, caquexia o Xiloporosis (Curti, ef af, 2000). Existen otras
enfermedades de interés cuarentenario para México como la bacteriosis de los
citricos ( Xanthomonas axonopodis pv. citri); clorosis variegada de [os citricos- | blight
(Xyllela fastidiosa) y la tristeza de los citricos, como las més devastadoras a nivel
mundial (Andénimo, 2001). Desafortunadamente en México se ha confirmado la
presencia de la enfermedad conocida como tristeza de los citricos desde 1983 en la
mayoria de los estados productores como: Baja California (en limén persa), Colima
(naranjo valencia), Michoacan {naranjo valencia), Nusvo Ledn (naranjo valencia),
Quintana Roo (naranjo valencia), Tamaulipas (naranjo valencia) y Veracruz (naranjo
valencia). Sin embargo, desde la primera deteccion, la SAGARPA (entonces
SAGAR) ha implementado diferentes medidas de manejo de esta enfermedad tanto a
nivel legal, como de erradicacién (eliminacién de plantas positivas) NORMA Oficial
Mexicana NOM-031-FITO-2000, por la que se establece la campafa contra el virus
tristeza de los citricos.

2.3 Patosistema Tristeza de los Citricos

El patosistema “Tristeza de los Citricos” esta formado por tres elementos o
componentes: a) el hospedante, combinacion cultivar/porta-injerto o la especie
individual de citricos, b) el virus y ¢) agentes diseminadores (hombre e insectos
vectores). La interaccion de los tres elementos con el ambiente, da origen a la
presencia o ausencia de expresién de sintomas o efectos nocivos al cultivo (Rocha-
Pefia, 1995).



2.3.1 E! hospedante.

El cultivo de los citricos, salvo pocas excepciones, comprende plantaciones
compuestas por un cultivar injertado sobre un porta-injerto (Cuadro 1), de tal forma
que una planta es una combinacién de dos especies distintas unidas mediante un
injerto. Existen una gran diversidad de combinaciones entre el cultivar y el porta-
injerto. En México, asi como en las demds regiones del mundo donde la “tristeza”
todavia no se ha manifestado en forma epidemica, la combinacion predominante es
el cultivar (naranja, toronja, etc.) sobre naranjo agrio (Citrus aurantium L.).

En el campo Experimental General Terdn se ha generado informacion sobre el
comportamiento de diferentes patrones tolerantes al CTV, Diversos estudios
realizados desde 1966 indicaron que ia naranja Valencia tardia injertada en citfrange
Carrizo, produce un rendimiento de fruta mayor (hasta de un 20%) y de buena
calidad que cuando es injertada en naranjo agrio; las toronjas Marsh y Redblush
injertadas en citrange Troyer producen también S|gn1ﬁcat|vamente mas y mejor fruto

que al injertarse en naranjo agrio

Cuadro 1. Caracteristicas mas importantes de los patrones utilizados actualmente y
su comportamiento frente a enfermedades provocadas por virus y viroides

Patrones Tristeza Exocortis Xyloporosis
Citrange Carrizo TOLERANTE SENSIBLE (2) TOLERANTE
Mandarino Cleopatra TOLERANTE TOLERANTE TOLERANTE
Citrus Volkameriana TOLERANTE TOLERANTE TOLERANTE
Citrus Macrophylia . SENSIBLE (1) TOLERANTE SENSIBLE (2)
SENSIBLE (1) TOILERANTE TOLERANTE

Naranjo Amargo

(1) Cuando se injertan con fimoneros se muestran tolerantes.

(2) Las yemas que se utilizaron para injertar en este patrén estén libres de esta enfermedad.



2.3.1.1 Ventajas que confiere el uso de patrones:

Citrange Carrizo y Troyer. El Citrange Troyer fue de los primeros patrones

tolerantes utilizados en México, a parte de ser resistente a Tristeza, es vigoroso y
productivo. Posteriormente se uso el Citrange Carrizo, muy similar al primero pero
con algunas ventajas, considerandose més resistente a Phytophthora, a la asfixia
radicular, a elevados porcentajes de caliza activa en el suelo Y a nematodos, siendo
las variedades injertadas sobre la mas productiva. Como sdlo representa ventajas, el

Carrizo ha desplazado casi totalmente al Troyer.

Tiene buena influencia sobre la variedad injertada, con rapida entrada en produccién
y buena calidad de la fruta, adelantando la maduracion con respecto al Naranjo
Amargo.

»

Son ftolerantes a psorosis, xyloporosis, “Woody Gall’ y bastante resistentes =
Phytophthora pero sensible a Armillaria y a exocortis. Este CGltimo inconveniente
obliga a tomar precauciones para evitar la entrada de excortis en las nuevas
plantaciones, tales como desinfectar las herramientas de poda y recoleccidn, utilizar
material vegetal certificado en caso de reinjertadas, etc.

Los patrones Troyer y Carrizo son relativamente tolerantes g la cal activa, para el
caso de Troyer se ha reportado hasta un 8-9% y un 10-11% para Carrizo. Estos
valores son aproximados y dependen de muchos otros factores, siendo favorable
que las tierras hayan sido dedicadas anteriormente a regadio, utilizacién del riego
por goteo, buen contenido en materia organica del suelo, utilizacion de abonos
acidificantes, aportaciones periédicas de quelatos de hierro, etc. Estos patrones
tambien son sensibles a la salinidad, no debiéndose utilizar cuando la conductividad
del extracto de saturacion sea superior a los 3.000 microohms/cm y la concentracion
de cloruros se encuentre por encima de los 350 ppm. Si la salinidad es debida
fundamentalmente a sulfatos, las conductividades toleradas pueden ser superiores.

Mandarino Cleopatra. Fue el pie tolerante mas empleado, actualmente sdlo se

utiliza en zonas con elevados contenidos de cal o problemas de salinidad. El vigor
que induce sobre la variedad es menor que otros pies y aunque da fruta de mayor



calidad, el calibre y la piel es mas fina; factores a tener muy en cuenta en algunas
variedades. Este patron es tolerante a todas las virosis conocidas. Bastante sensible
a Phytophthora y a ia asfixia radicular, se debe evitar plantar en suelos arcillosos. Se
recomienda plantarlo siempre en alto y evitar que los emisores de riego mojen el
tronco. Aunque de buenas cualidades, las plantaciones con este patrén muestran un
comportamiento irregular e imprevisible, en algunos casos su desarrollo es

deficiente en los primeros afios.

Citrus volkameriana. En los Ultimos arfios ha tenido gran expansion debido a sy

gran vigor, con una rapida y buena productividad. Es muy utilizado en nuevas
plantaciones, donde para aprovechar el espacio que queda vacio durante los
primeros arios, se plantan arboles con este patron entre los definitivos. Principales
inconvenientes: baja calidad de frutos, aunque adelanta la maduracién, moderada
sensibilidad a Phytophthora y sensibilidad media a las heladas, menos que el
Macrophylla. Resistente a la caliza y medianamente a la salinidad. Tolerante a la
Tristeza, exocortis y psoriasis, pero es sensible a xyloporosis y “Woody Gall”.

Citrus macrophylla. Igual que el Amargo, patrén exclusivamente autorizado para

limoneros, mas vigoroso y productivo que éste, pero sobretodo se prefiere por su
mayor resistencia a la salinidad. Sensible a |a Tristeza y la xyloporasis, también a las
heladas y a la asfixia radicular. Resistente a Phytophthora y a la tierra caliza.
Confiere a la variedad injertada un gran vigor, precocidad en la produccion y
productividad. Adelanta la maduracion pero disminuye la calidad de ia fruta.

Naranjo agrio. Patrdon muy utilizado actualmente en las zonas citricolas del

Mediterraneo, California, Florida y México. Se caracteriza por ser mas tolerante a la
sequia que ofras especies. Muestra una tasa de crecimiento baja durante los
primeros afios, pero ésta tiende a incrementarse con el tiempo. A pesar de que la
propagacion de citricos en naranjo agrio incrementa la vulnerabilidad al virus de Ia
tristeza, este portainjerto tiene muchas ventajas: se adapta bien a la mayoria de los
suelos, es tolerante a Phyfophtora, a la gomosis de los citricos y a la mayoria de los
patbgenos transmisibles por injertos y es compatible con la mayoria de los injertos:



naranja dulce, toronja, limon Y mandarina. Es poco adecuado para limas y limén
mexicanoe (Purseglove 1974; Rocha-Peiia, 1995).

Limén _rugoso. Tiene un sistema radical muy abundante. Prodyce arboles

vigorosos de fructificacion temprana vy frutos grandes. Sin embargo, los frutos
desarrollan una céscara Muy gruesa y son mas acidos y de calidad interior. Este
patrén es susceptible a heladas. Se utiliza ampliamente en las zonas citricolas de
Sudéfrica, Australia y Florida. Es susceptible a la gomosis de ios citricos y a lg
sarna de los citricos, PEro es resistente a la tristeza. Esto Gltimo le confiera una
especial importancia a este patrén.  Muestra una muy buena compatibilidad con
injertos de limones, limas y limén mexicano. También se utiliza para toronja y
mandarina. (Purseglove 1974; Rocha-Pefia 1995).

Poncirus_trifoliata. Muy resistente gl frio, tristeza y Phytophthora, pero con

problemas en suelos calizos, pobres o salinos, Da maia calidad de fruto Y su manejo
no es facil.

Naranja dulce: Es menos resistente que el naranjo agrio, pero mas que el limén

rugoso. Es de crecimiento lento, pero produce arboles muy longevos vy frutos de
buena calidad. Se utiliza como patrén en California Y en algunas otras regiones. Es
susceptible a gomosis de los citricos, pero resistente a la sarna de Ios citricos yala
tristeza. Se utiliza como patrén para naranjas Yy limones. (Purseglove 1974: Rocha-
Pefia, 1995).

limén mexicano (Citrus adrantifolia): Si bien el fruto de esta especie es conocido

en México como limén, el verdadero limén llamado asi en el resto del mundo,
pertenece a la especie C. fimon. Al limén mexicano se e conoce fuera del pais
también como lima acida, lima mexicana o lima key (Palacios, 1978), y como estos
nombres lo indican, pertenece al grupo de las limas. C. aurantifolia €S una planta
originaria de los archipiéiagos del Sudeste de Asia, introducida en Europa en el sigio
Xill'y traida a México por los espafioles durante jos primeros afios de la Colonia.
Actualmente se cuitiva de Mmanera intensiva an Mexico, las Antillas y Egipto. C.
aurantifolia produce un fruto muy apreciado por su jugo acido, el cual es utilizado en



gran cantidad de productos industrializados (Purseglove, 1974). EI limén mexicano
es un arbol de tamafio mediano que alcanza 5 m de altura. Esta armado €oN un gran
nimero de espinas cortas y afiladas. Las hojas son pegquenas de 4-8 x 2-5 cm,
ovaladas o elipticas. E! peciolo presenta pequefias alas. Las flores son axilares y se
producen durante un periodo extenso. Los frutos son casi esféricos Y pequeiios (3.5-
6 cm de didmetro). La cascara es delgada y se adhiere fuertemente a la pulpa, su
color es amarilio verdoso cuando el fruto esta maduro. El fruto tiene un gran numero
de-semillas y abundante jugo, muy aromadtico y &cido (7-8% de acido citrico). La piel
contiene una buena cantidad de aceites esenciales. Esta especie tiene de un 3 g un
14% de poliembrionia (Palacios 1978). El limon mexicano se Caracteriza por ser el
mas rustico de los citricos ya que sobrevive en suelos pobres, sin embargo es muy
susceptible a ciertos hongos como Gloesosporium limetticolumn (Purseglove, 1974) y
a un importante nimero de virus, incluido el de la Tristeza de fos Citricos (Palacios,
1978).

2.3.2 Caracteristicas del Virus

La Tristeza de los citricos es una enfermedad de distribucion mundial, ocasionada
Por un virus que pertenece a! grupo de los closterovirus limitado al floema, de varilla
flexible que mide 2000 x 11 nm (Bar Joseph, 1989), con genoma de RNA de cadeha
sencilla (ssRNA) de sentido positivo de 19.296 nucledtidos (Karasev ef al., 1995),
Presenta dos cépsides proteicas, una de 25 kDa (Pappu et al, 1993) cubriendo el
95% de Ia longitud de la partfcula viral y otra divergente (dCP) de 27 kDa (Pappu ef
al., 1994; Febres et al, 1994), presente Unicamente en |a parte terminal de Ig
particula formando una estructura en forma de cascabel, producto del gen p27
(Febres et al., 1996), del cual se Postula una funcién en la transmisibilidad por afidos
vectores de manera semipersistente (Berlansky et af, 1988). Ofra posibilidad
alternativa, puede ser que la parte terminal del gen p27 dirige ia particula del
closterovirus al receptor celular del hospedero. Ademas presenta cuatro regiones
nucleotidicas altamente conservadas, dominios I, il, }l y IV (Febres et al,, 1994).
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El genoma viral completo, de cuatro aislamientos ha sido secuenciado. FEj
aislamiento T36 de Florida (Karasev, 1995; Pappu, 1994) el VT de israel (Mawasii,
1996), el SY588 de California y el T385 de Espafia (Vives, 1999). Estos
aislamientos, se conocen como “secuencias maestras” Yy se piensa, que pudieran
representar la mayoria de la poblacion; puesto que los aislamientos normalmente
son poblaciones complejas de diferente genoma y RNA's defectuosos.

Los genomas de estos aislamientos contienen entre 19,200 y 19,300 nt e incluyen
12 marcos de lectura abierta (ORFs), que potencialmente codifican para 17
productos proteicos y regiones no traducibles (UTR) en los fragmentos terminales 5’
y 3'(Vives, 1999).

2.3.2.1 Razas del CTV

EI CTV se presenta en la naturaleza como un complejo diverso de razas (variantes,
cepas o aislamientos) que varian en la transmisibilidad por &fidos Y patogenicidad
dependiendo de la combinacidn cultivar/portainjerto que infectan. El tipo y severidad
de los sintomas dependen de Ja cepa del virus, de la especie o genotipo de la planta,
(Bar-Joshep1989, Garnsey 1991, Lastra ef al, 1992; Lee 1992)

2.3.2.2 Caracterizacién biolégica del CTV

En términos generales, las razas del CTV que han sido caracterizadas hasta Ia fecha
(Garnsey et al, 1991, Lastra et al, 1992; Lee ef al, 1993) se han catalogado en
cuatro grupos de acuerdo a los sintomas que ocasionan en una serie de
hospedantes (Lee et a/,, 1992 y 1993).
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Razas tipo declinamiento (Decline-inducing). el declinamiento del arbol es
usualmente el resultado de Ia necrosis del floema a la altura de la unién del injerto
en plantas de naranja (Citrus sinensis [L.] Osbeck), toronja (C. Paradisi Macf.), o
mandarina (C. reticulata Blanco), injertadas ya sea en naranjo agrio o naranjo
macrofila (Citrus macrophylia Webster). Este declinamiento esta asociado con
clorosis y marchitamiento de las hojas, estancamiento del crecimiento del fruto,
agotamiento del almidén en el sistema radicular y la subsecuente destruccion de |as
raices alimentadoras. Sin raices e arbol se marchita presentando sintomas de
declinamiento rapido. La progresion de sintomas en este tipo en arboles, desde e
marchitamiento de las hojas hasta la muerte del arbol ocurre en pocas semanas.

Los arboles que declinan lentamente usualmente desarrolian lo que se conoce como
*honey-combing®, que son una serie de agujeros bajo la corteza justo debajo de Ia
union del injerto, ademds la corteza de los arboles infectados con portainjertos de
naranjo agrio, se adelgaza (Rocha-Pefia, 1995).

Raza tipo picado del tallo: Consiste en picaduras o canales longitudinales que se
forman en el tallo o en las ramas si afectar el patrén. Las acanaladuras se pueden
presentar, ya sea en la parte superior del arbol (copa o cultivar) o en el porta-injerto,
justo debajo de la unidén del injerto. En el caso de las ramas, se pueden volver
quebradizas y romperse con el viento o con el peso de la fruta. La pérdida del vigor
de la planta, reduccion severa de Ia produccién y frutas de tamario pequefio e
induccidn de declinamiento gradual o repentino en plantas injertadas en naranjo
agrio son el resultado de la infeccién con razas tipo picado del tailo. (Rocha-Pefia,
1995),

Razas tipo amarillamiento: Presentan un amarillamiento en hojas, puede ser
simultdneamente tipo declinamiento y/o tipo picado del tallo.
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Razas débiles: Son aquellas que no inducen ninguno de los sintomas asociados al
CTV descritos anteriormente, solo ocasionan un ligero aclaramiento de las
nervaduras en plantulas de lima mexicana, la cual es e| hospedante mas susceptibie
para el CTV (Garnsey ef al., 1987,1991: Lee et al., 1992, 1994).

Cabe mencionar que los determinantes virales que inducen cada uno de los
sintomas antes descritos (declinamiento, picado del tailo Y amarillamiento),
aparentemente son independientes uno del otro; sin embargo una determinada raza
puede poseer uno o varios de ellos. Existe un amplio rango de expresion para cada
uno de los sintomas asociados al CTV. Ejemplo, el declinamiento en plantas sobre
naranjo agrio puede variar de gradual a repentino, la expresion de amarillamiento de
las plantulas puede ser débil o acentuado, el picado del tallo puede presentarse ya
sea en toronja, o naranja o en ambas; asimismo, la severidad de las acanaladuras
puede oscilar de débil a severa, Debido a lo anterior, la “severidad” es un término
relativo que involucra intrinsecamente al hospedante y a la raza del virus (Lee et af,,
1994).

2.3.3 Agentes diseminadores

La introduccion de especies y cultivares de citricos de un pais o de un drea citricola a
ofra es una préctica comun. Debido @ que Mexico no es pais de origen de los
citricos, la introduccion de germoplasma es una necesidad para la citricultura
nacional. Sin embargo, este intercambio de Material vegetativo puede conducir a |Ia
infroduccion de enfermedades. Historicamente a diseminacion de plagas vy
enfermedades ha estado intimamente ligada al movimiento de citricos alrededor del
mundo. Todas las virosis y enfermedades de los citricos se fransmiten a través del
injerto v rara vez por semilla; de esta forma el hombre es el responsable principal del
movimiento del CTV a través de grandes distancias y entre reas geograficas (Lee ef
al., 1992, 1994). Sin embargo, el problema potencial del CTV, el cual es transmitido
por injerto y por yema, es diseminado por una serie de &fidos de manera
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semipersistente, con una capacidad de trasmitir el virus entre 24-48 horas después
de su adquisicion (Bar-Joshep 1989, Yoko'mi 1994, Raccah, et af,, 1989; Roistacher,
et al,1981, 1987), siendo el mas eficiente o pulgdn café (Toxoptera citricidus)
también llamado “&fido oriental o asistico” (Lee ef al, 1992; Raccah, et al., 1989;
Roistacher et al., 1987; Yokomi et al., 1994). Sin embargo, en Ias &reas citricolas del
mundo en donde T. citricidus adn no esta presente, Aphis gossypii Glover puede
tambien transmitir en forma eficiente algunas razas del CTV (Bar-Joseph ef al.,1973;
Lee ef al, 1992; Roistacher et al., 1987), el resultado de transmitir cinco aislados
exdticos del virus seleccionados, indicd una relacion promedio de transmision por
afido de 16% para 7. citricida comparada con un 1.4 % de A, gossypii. QOtras
especies de afidos reportados como vectores del VTC pero con grados més bajos de
eficiencia de transmisién, basandose en trabajo experimental incluyen a A. Spiraecola
Patch (anteriormente descrito como A. citricola Van der Goot) (YoKomi ef al., 1987),
Toxoptera aurantii Boyer de Fonscolombe y A. craccivora Koch y Dactynotus Jacae L.
(Bar-Joshep 1989, Lee 1992, Raccah 1989, Yokomi 1994, Roistacher 1987).

2.4 Situacion Mundial del CTV

Esta enfermedad fue descubierta en Sudafrica en 1910 y posteriormente aparecié en
Java (1928} y fue distribuyéndose mundialmente debido al movimiento de varetas y
plantas de citricos infestados. En la blsqueda de nuevas variedades de citricos,
llego a Argentina (1931), Brasil (1 937), donde ocurrieron severas epidemias en las
que mas de 30 millones de arboles fueran aniquilados; mientras que California e
Israel (1939) sufrieron epidemias menos severas. En Espafia y Venezuela, durante
las décadas de 1960 y 1980 murieron 10.0 y 6.6 miliones de érboles,
respectivamente. Actualmente esta enfermedad estd presente en practicamente
todas las zonas citricolas del mundo, con la excepcion de algunas regiones de la
cuenca del Mediterraneo y México. (Rocha-Peria, 1995).
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En México, de hecho se han reportado brotes aislados de esta enfermedad en 12
entidades citricolas; sin embargo, todavia no ha ocasionado dafios a i citricultura
Por ocurrir en forma de infecciones asintomaticas, ademas de |Ig rapida eliminacion
de arboles afectados. No obstante lo anterior, la presencia del VTC en territorio
nacional se considera COMO un escenario de alto riesgo, debido principalmente a |5
predominancia del patrén de naranjo agrio en la mayoria ds las plantaciones.
(Rochoa—Peﬁa, 1992)

2.5 Antecedentes de detecciones del CTV en México

En 1983 se detectsd por primera vez la presencia del virus causante de la tristeza de
los citricos en el Estado de Tamaulipas, México. Un posterior brote de CTV se
reportd en 1986 en e Estado de Veracruz: ambos brotes detectados fueron lotes
experimentales, los cuales con fundamento en Ia Ley de Sanidad Fitopecuaria de los
Estados Unidos Mexicanos Y suU Reglamento en Materia de Sanidad Vegetal, fueron
erradicados en su oportunidad. Debido a ello, la Direccién General de Sanidad
Vegetal (DGSV) instruments el certificado libre de CTV COmo requisito previo para |a
movilizacion de material propagativo y planta de vivero dentro del territorio nacional,

El 10 de junio de 1992, la DGSV comunica 1 la Delegacion Estatal de (g SAGARPA
(antes SARH) de Veracruz, la deteccion del CTV en el vivero “F| Papayo”, la cual a
SuU vez lo hace del conocimiento de la Asaciacion Agricola Local de Viveristas de los
Municipios de Martinez de |g Torre y Tiacotalpan, productores de citricos,
instruyéndole medidas Cuarentenarias y de erradicacion.

SAGARPA), a pesar del amparo se continué el muestreo.
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Durante el mes de agosto de ese mismo afio, se detectaron positivos 18 arboles de
una huerta del Campo experimental del INMECAFE en Tlapacoyan, tres mas en Ia
huerta EXFIRA, asi como el vivero “Procigo” en Martinez de |a Torre, Ver.

Con fecha 2 de septiembre, el Juzgado da ia sentencia a favor de Ia Secretaria, es
decir el juicio de amparo promovido por los productores es invalido, aunque estos
recurren al recurso de revision. En septiembre y octubre se derribaron y destruyeron
los drboles infectados de la huerta de INMECAFE y de EXFIRA. En noviembre se
diagnostica positivo el vivero “El Limoncito” en Martinez de la Torre.

En total, de junio a diciembre de 1992, se habian enviado 12,078 muestras aj
INIFAP de General Terén, N.L. procedentes del Campo Experimental del
INMECAFE, Huerta EXFIRA y 60 viveros. Se eliminaron 70,024 plantas y queds
pendiente la destruccion de la planta del vivero “El Limoncito 2”. Para la atencion de
esta emergencia, el Gobierno Federal aportd al Comité Estatal de Sanidad Vegetal
700 mil pesos,

Para el afio de 1993, en enero, se acepta el recurso de revisién interpuesto por la
Asociacion Agricola de Viveristas, motivo por el cual, la DGSV en febrero, notifica a
la Delegacién Estatal de la SAGARPA en Veracruz la cancelacion de la movilizacién
de material vegetativo de los viveros del estado y la suspencién del muestreo hasta
que se concluyera el proceso juridico. A esa fecha se habian muestreado 207 viveros
y tomado 17,618 muestras. Del andlisis de las Mmuestras, se detectd (en marzo) la
presencia del CTV en 5 viveros: E| Jardin, Agua Nacida, Santa Consuelo 1, del
Gobierno del estado y Paso Saltillo.

A fin de contar con un marco legal que fundamentara las acciones contra el CTV, el 6
de junio de 1993 se publicé en el Diario Oficial de la Federacién la Norma Oficial
Mexicana 001-SAR-1-1993, por la que se establece con caracter obligatorio el Plan
de Emergencia contra el Virus Tristeza de los Citricos, mediante la cual la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural a través de g DGSV, inici6 la Camparia
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Fitosanitaria contra el CTV con el objeto de erradicar los brotes detectados en el
Estado de Veracruz, evitar la diseminacion del patdégeno en el pais y establecer
medidas preventivas en los demés estados productores de cilricos; entre ellas las
acciones de cuarentena en las localidades donde se detectaron brotes de CTV con el
objeto de evitar la movilizacién de planta y material vegetativo infectado con el virus,
Para ello se establecieron 4 casetas fitosanitarias (Cerro Azul, Poza Rica, Martinez
de la Torre y Tlapacoyan) en el area afectada y a través de ellas se reguld la
moviiizacion de material vegetativo hacia otras entidades citricolas del pais.

Durante 1993 (de julio a diciembre) se eliminaron 483,900 plantas de los seis viveros
pendientes y de tres més (Maricruz, La Guasima 2 y San Isidro) de cinco detectados
durante este periodo, quedando pendientes 299,000 plantas de otros dos viveros ("El
Caudillo” y “Las Palmas”), las cuales fueron eliminadas en 1994.

De 1992 a 1994 se eliminaron en el Estado de Veracruz aproximadamente 807,624
plantas infectadas de 14 viveros y dos huertas.

Paralelamente a (a atencidén de Ia problematica en Veracruz, la DGSV ejecutd un
Mmuestreo y diagndstico de material vegetal en 17 entidades citricolas del pais. En la
primera etapa (abril-mayo) se muestrearon: Yucatan, Tabasco, Quintana Roo,
- Campeche, Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas, Sonora, Colima y Veracruz; y
en una segunda fase (noviembre-diciembre) se muestrearon siete entidades: Jalisco,
Oaxaca, Hidalgo, Guerrero, Chiapas, Michoacan y Puebia.

De este muestreo, se determinaron variantes asintomaticas de CTV en Jalisco
(Atotonilco), Michoacan (Apatzingan, Chiquillo), Hidalgo (Orizatlan), Puebla (Sn. José

Acatenco), Oaxaca (Santa Rosa) y Chiapas (Ocozocuatla).

En 1995 se reanudan los muestreos analizando 45,508 muestras, de donde se
detectaron 14 arboles positivos, Los resultados se enviaron a la delegacién de la
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SAGAR girando instrucciones de destruceién (Oficio 311.01.01.02/07707 del 29 de
mayo de 1996 y Oficio 311.01.01.02/12584 del 12 de septiembre de 1996).

El 13 de agosto de 1997, el INIFAP concluyen los andlisis del muestreo realizado en
1996, de un total de 22,427 muestras, se detectan 427 muestras positivas al CTV.

2.6  Epidemiologia

La expresién de los sintomas y la diseminacion del virus depende de la interaccion
de todos los componentes del patosistema. Existen evidencias experimentales que
indican que el CTV se presenta en ia naturaleza como una combinacidn o mezcla de
razas en un mismo hospedante (Moreno et al., 1991). Por lo tanto, la expfesién de
sintomas en forma natural en un hospedante determinado depende de Ia
predominancia de razas “poco patogénicas” vs “extremadamente patogenicas”, para
ese hospedante (combinacién cultivar/porta-injerto) en particular. Por ejemplo, en
Centroamérica se han detectado razas “severas” (tipo declinamiento o tipo picado del
tallo) del CTV en piantas injertadas en naranjo agrio, que no mostraban sintomas de
declinamiento (Lastra ef al., 1991; Pefia del Rio ef al., 1987). La deteccidn se efectys
mediante serologia con el anticuerpo monoclonal MCA-13, selectivo a razas severas
del CTV (Permar et af., 1990).

Los arboles injertados en porta-injertos distintos al naranjo agrio y al naranjo
macrofila, como mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tanaka), limén rugoso
(C. jambhiri Lush), naranjo trifoliado (Poncirus ftrifoliata [ L. 1 Raf.) citranges (C.
sinensis x P. trifoliata), citrumelos (C. paradisi x P, trifoliata) y algunos ofros,
normalmente no muestran ningtin efecto por el virus cuando estan infectados por
razas tipo declinamiento; es por ello que este grupo de porta-injertos, se les conoce
comunmente como “patrones tolerantes a tristeza”.
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No obstante lo anterior, existen algunas razas tipo picade del tallo que causan
acanailaduras en la madera de algunos de ellos (e.g. limon rugoso, limoén
Volkameriano, limonero Rangpur), con acentuado efecto en el vigor y la
productividad del arbol. Otro ejemplo Io constituyen las mandarinas sobre patrén
trifoliado, las cuales pueden ser portadoras asintomaticas de razas extremadamente
severas del tipo picado del talio; sin embargo, retienen niveles bastante altos de
concentracidn de virus, haciéndolas fuentes de inoculo Sumamente peligrosas;
particularmente para combinaciones susceptibles, como son ias toronjas Y naranjas
sobre diversos porta-injertos. (Cuadro 2).

Cuadro 2: Respuesta de diversas combinaciones cultivar/porta injerto a diferentes
razas del virus tristeza de los citricos.

Predominancia Naranja, Toronja, madarina Naranja, Toronja, madarina Limén mexicano Limén mexicano

de razas CTV Naranjo agrio Naranjo agrio Naranjo agrio Naranjo agrio
Tipo débil Ausencia de sintomas Ausencia de sintomas Ligero aclaramiente  Ligero
de nervaduras aclaramiento de
nervaduras
Tipo Declinamiento gradual o Ausencia de sintomas Severo aclaramienta  Severo
Declinamiento  repentino, muerte de drboles de nervaduras, aclaramiento de

declinamlento muerte nervaduras,

de drholes debilitamiento de
érboles, tamario
reducido de frufo

Tipo picado del Declinamiento gradual o Picado deltallo en naranja e Severo aclaramienta Severo
Tallo repentino, muerte de arboles en o! porta-inferto, de nervaduras, aclaramiento de
debititamlento de arboles, declinamiento muerte nervaduras,
tamanio reducido de fruto de arboles debilitamiento de

arboles, tamario
reducido de fruto

Existen evidencias que indican. diferencias en transmisibilidad de razas del CTV por
diferentes especies de éfidos (Fig. 1A y B). En estudios efectuados por Yokomi y
colaboradores se demostrd que la capacidad de Toxoptera citricida para transmitir el
CTV es casi 10 veces mayor que Aphis gossypii.

Los resultados expresados como probabilidad de transmisién por afidos individuales
tuvieron un promedio de 16 % para 7. Citricida comparado con 1.4% para A.
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gossypii. Ambas especies fueron capaces de transmitir diversas razas del CTV de
diferentes origenes con alta eficiencia en la transmision (Fig. 1A). Una raza tipo
picado del tallo de Hawaii no fue transmitida por A. gossypii, pero en cambio si fue
transmitida por 7. citricida (Fig. 1B).

Existen evidencias (Roistacher et al., 1981, 1987; Yokomi et af, 1987) que algunas
razas del CTV son altamente transmisibles por A. gossypii, mientras que otras no io
son. Por otra parte, las altas poblaciones en que A. spiraecola ocurre frecuentemente
en la mayoria de las plantaciones de citricos puede compensar su relativa baja
eficiencia como vector del virus (Yokomi et al., 1987); por lo que esta especie puede
jugar un papel importante adicional en la diseminacion del virus al campo (Yokomi et
al., 1991).

En términos generales, tanto las razas tipo declinamiento como el tipo del picado del
tallo son eficientemente transmitidas por Toxoptera citricida; asimismo, algunas de
ellas también son transmitidas en forma eficiente por Aphis gossypii (Fig. 1B).

1A 1B
Yotransmisi6 O%stransmisid
100 30 ™
Razas del CTV
T —
60 | 20 - B A 'gols§ypii
“ L. iticida | O T. citricida
_ r=097
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Figura 1. Relacién de la transmisién del CTV entre Toxoptera citricida y Aphis gossypii A)
Se muestra el 95% de limite de confiabilidad para cada nivel de afido con incremento en el
ntimero de insectos por planta (Fuente Yokomi ef al., 1994). B) Porcentaje de transmision de
diferentes razas del CTV por ambas especies de &fidos (cortesia R.K. Yokomi).

20



La transmision del CTV por &fidos es afectada por el hospedante (Bar-Joseph et
al.,1973; Lee et al., 1994; Raccah et al., 1989; Roistacher et al,, 1987). La naranja es
mas adecuada para la adquisicion del virus en comparacion de toronja y limones.
Asimismo, se ha observado que la naranja es mas susceptible a la infeccion
mediante la inoculacion por &fidos. Las temperaturas bajas de alrededor de 22°C son
generalmente mas favorables para la transmision que las temperaturas arriba de los
30°C. Los cultivares de citricos que crecen y brotan en forma vigorosa atraen afidos
en forma abundante. La practica cultural de podas mecanicas, ya sean laterales o en
la parte superior de la copa, inducen la formacién constante de brotes nuevos, por o
que también se favorece la aparicion de altas poblaciones de &fidos (Lee et al.,
1994). La expresién de los sintomas también es afectada por la temperatura; por lo
general los sintomas se expresan més claramente en condiciones de temperaturas
de alrededor de 22°C que arriba de los 30°C. Los sintomas de declinamiento a nivel
de campo en plantas injertadas en naranjo agrio, generalmente son mas acentuados
cuando las plantas estdn sometidas en el verano a condiciones altas de
temperaturas y falta de agua (Lee et af,, 1 992, 1994).

Un-aspecto de suma importancia en el combate del CTV, es el de contar con
informacion que indique las tasas de infeccién del CTV en un area determinada. Sin
embargo, es conveniente tener presente lo sefialado en la seccidon anterior: la
ocurrencia del CTV en ocasiones puede ser en forma asintomatica, dependiendo de
la predominancia de razas del virus implicitas y de la combinacién cultivar/porta-
injerto de que se trate. Por [o tanto, |a ausencia de sinfomas en una plantacién, no es
indicativa de la ausencia de infeccién por el CTV, ni de la ausencia de razas severas.

Investigadores de Estados Unidos y de Espaﬁa (Cambra et al., 1990; Gottwald et al.,
1992; Lee et al., 1994; Yokomi et al., 1991), realizaron estudios para determinar el
avance de la enfermedad en plantaciones experimentales en Hawaii, Costa Rica,
Republica Dominicana, Espafia y Taiwan. Los resultados demuestran que el avance
de la enfermedad se acomoda al tipo de curva Gompertz (Fig. 2). Los niveles
iniciales de infeccidn son bastante bajos: sin embargo, se incrementa sUbitamente de
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una forma mas o menos exponencial para luego bajar ligeramente vy volver a
incrementarse de nuevo. La forma en que se presentd la epidemia por el CTV en
Venezuela en ios 80's confirma este tipo de avance epidemiolégico.

Los resultados obtenidos indican que la distribucion de los arboles infectados en una
plantacion es de una forma no agregada o al azar, lo anterior significa que es mas
probable que se infecten los arboles a distancia, en comparacién a los que se
encuentran adyacentes al foco de infeccion. Aparentemente, el vuelo de los &fidos
vectores tiende a efectuarse con mayor frecuencia a arboles distantes, mas que a los
arboles vecinos. Estos resultados son de importancia desde el punto de vista de
muestreo. Lo anterior sugiere que cuando se descubre un Arbol que esta infectado
por el CTV, es menos probable que los arboles circundantes estén infectados en
comparacion con otros en la misma plantacion (Gottwald ef al,, 1992; Lee et al,
1994),

Para medir la eficiencia de cualquiera de las medidas de combate contra el CTV, es
necesario cuantificar la medida aplicada en funcion de ia disminucidn de las tasas de
infeccion, lo cual se traducird en el retraso del incremento de |a enfermedad en
tiempo y espacio en la curva de Gompertz antes mencionada (Fig. 2).

eA

Tamafio de la
noblacién. N
1

No .
Tiempo. t

Figura 2. Curva de crecimiento tipo Gompertz que describe el crecimiento de Ia poblacién en
casos donde existe un limite de crecimiento de poblacién; ejem. el nimero de arboles
infectados por el CTV en un pais. La curva es definida por la funcidon: N = e® e®* donde
es la base natural (=2.71828), A y k son constantes positivas y c= A ~InNy [donde N, es el
valor de N (el tamario de poblacién) a tiempo t = 0)]. E! tamafioc méaximo es e por el
contrario, el crecimiento maximo ocurre en el tamafio ™' (Fuente: Lee ef al., 1994).
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2.7 Técnicas de deteccion del CTV

Para la identificacién del CTV, existen varias metodologias como: reconocimiento
visual en el campo, microscopia electronica, indexado o plantas diferenciales,
cuerpos de inclusion, métodos seroldgicos (ELISA) y moleculares (RT-PCR,

hibridacién molecular, RFLP).

2.7.1 Microscopia electrénica.

Et microscopio electronico funciona a base de una fuente de electrones que pueden
considerarse come una radiacién de pequefia longitud de onda. En la practica
permite la resolucién de estructuras separadas por uno a c¢inco angstroms o sea
1000 veces mejor que el microscopio optico. Los electrones no pueden moverse a
gran distancia en e! aire. La columna del microscopio electronico donde se
encuentran las lentes, el compartimento en donde se introduce la muestra a observar
y la pantalta, debe estar al alto vacio lo cual se logra mediante bombas que extraen
el aire y el vapor de agua u otros gases que puedan evaporarse de la muestra, Esto
limita los tipos de muestra que puedan examinarse. La mayoria de los organismos no
sobreviven al vacio y algunos materiales no resisten el caientamiento producido por
la irradiacion electronica. Debido a estas causas los liquidos y sdlidos con bajo punto
de ebullicién y fusién estan excluidos. No obstante que la corriente del chorro de
electrones es baja, al enfocarse en un area pequefia, la intensidad de radiacion
ionizante es suficientemente grande para producir cambios moleculares en la
muestra. Estos cambios son quimicos y afortunadamente sélo en POCOS €asos

afectaron a la muestra (Andnimo, 1993a).

Con el fin de detectar las estructuras caracteristicas del virus (filamentos flexuosos)
se observa la savia de arboles afectados con sintomas de tristeza por medio del
microscopio electrénico. Esta estrategia tiene el inconveniente de que es costosa, ya

que requiere personal y equipo especializado; ademas requiere concentrar el
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extracto de tejido antes de la observacion y arboles con baja concentracion del virys
pueden no ser diagnosticados.

2.7.2 Indexado o plantas diferenciales

Al final de 1950 se describen por primera vez, inclusiones en el tejido floematico de
los citricos infectados con el CTV (Schneider 19573; Schneider, 1957b; Schneider,
1959). Se observé que después de inocular plantas sanas, el CTV invade las células
del parénquima préximo al floema, adyacentes a los tubos cribosos. La primera
respuesta de las plantas indicadoras (lima mexicana o limoén criollo) se manifiesta
con un aumento en el grosor de la membrana citoplasmatica y una tincion intensa en
las células alargadas de este parénquima. Las células asi afectadas fueron

denominadas "células cromaticas”

E! citoplasma de las células invadidas se torna mas denso, mientras la vacuola
reduce su tamafio dividiéndose algunas veces en varias de menor magnitud. El
ndcleo permanece intacto y la célula continia viviendo por algin tiempo (Schneider,
1957a).

La aparicion de cuerpos cristaioides alargados (inclusiones) permiten destacar a las
células invadidas por el virus cuando se examinan cortes finos de tejido. En citricos
como las limas &cidas, que manifiestan sintomas de acanaladuras en los tallos y
amarillamiento de las nervaduras, las células cromaticas se extienden hacia el tgjido
meristematico vecino. En el tejido primario es posible observar areas localizadas del
meristema fundamental, fibras del procambium, protoxilema y protofloema afectados.
En el tejido secundario del arbol, el cambium vascular es invadido, y algunas células
cambiales y sus derivadas inmediatas se colorean y ofras se hipertrofian,
formandose una masa de células hipertrofiadas del parénquima con células
cromaticas ocasionales en el lugar donde deberian formarse el xilema y el floema. En
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consecuencia, cuando se despega la corteza y el tgjido anormal se desprende, se

observa una depresion que constituye la acanaladura (Schneider, 1957b).

Por otra parté, el aclaramiento de las nervaduras se produce en una fase inicial del
desarroilo de las mismas, donde algunas células del parenquima préximas al
protofloema se vuelven cromaticas y otras hipertrofiadas, diferenciandose masas de
celulas del parénquima muy vacuoladas que tienen apariencia transicida
(Schneider, 1957b).

En aquellos citricos que manifiestan sintomas de amarillamiento a pie franco (sin ser
injertados), como el naranjo agrio (Citrus aurantium L.), ocurre una necrosis de |os
tubos cribosos asociados a las células cromaticas del parénquima cercano al floema;
esta necrosis es abundante en raices laterales jovenes y fibrosas. Una hiperactividad
en el cambium esta asociada con la necrosis, ocurre asi una formacion excesiva de
floema y una reduccién en la formacién de xilema, lo que trae como consecuencia un
deterioro de las ralces fibrosas (Schneider, 1959).

Cuando las plantas de naranjo dulce (Citrus sinensis Obs.) injertadas sobre naranjo
agrio son infectadas por el CTV, ocurre una necrosis de los tubos cribosos por
debajo de la unién del injerto, se bloquea Ia translocacién, se deterioran las raices,
las plantas se marchitan y muestran un decaimiento (Schneider, 1959).

Las observaciones de Schneider fueron confirmadas 11 anos después (Kitajima
1964, Kitajima, 1968). Se consolidé asi la idea de que se frataba de un virus
limitado al floema, sobre ia base de estudios ultraestructurales. Posteriormente, la
deteccién del CTV fue posible a través de la técnica de inmunofluorescencia al
microscopio optico (Sasaki, 1980; Tsuchizaki, 1978).

En 1965 se publicé una revision de literatura sobre diversas inclusiones virales

(McWorter, 1965) y se vislumbré la posibilidad de su uso en el diagndstico. Méas
tarde, al final de los 70 se recopila en un amplio estudio histolégico las experiencias
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acumuladas sobre inclusiones en plantas infectadas por diversos grupos de virus,
indicando su utilidad con propdsitos de diagnéstico (Christie, 1977; Edwarson, 1978},
Mas adelante, el método de tincion con Azure A es propuesto como una técnica de
deteccidn de rutina del CTV y se discuten sus ventajas sobre otros métodos de
diagndstico coma el seroldgico, pruebas bioldgicas con limonero criollo y ofras

técnicas asociadas con el microscopio electrénico de transmisidn (Garnsey, 1980).

Recientemente, se evalud el efecto de cinco aislamientos de CTV, biclogicamente
diferenciados sobre siete hospederos diferentes del género Citrus (Brlansky, 1990).
Después de aplicar el procedimiento de fincidn con Azure A (Garnsey, 1980), se
contabilizé el nimero de inclusiones y se determiné el titulo viral en cada muestra,
utilizando la prueba inmunoenzimatica ELISA (Brlansky, 1990). Se observé que sobre
el limonero criollo (C. aurantifolia (Christm) Swing), las razas severas inducian un
mayor numero de inclusiones con respecto a las inducidas por los aislamientos
moderados, los cuales a su vez también indujeron més inclusiones que las razas
reconocidamente débiles. Se evidencid una correlacion positiva entre el nimero de
inclusiones y los valores de densidad Optica de las reacciones ELISA (Brlansky;,
1990).

Se seflala ademas, que las diferencias en el nimero de inclusiones formadas por
varios aislamientos en diferentes especies de plantas puede reflejar la actividad
biolégica de un aislamiento viral en particular a nivel celular, el cual es expresado
posteriormente en el tejido y en la totalidad de los estados de la planta (Brlansky,
1990).

Cuando en una regién o pais se hace endémico el CTV, la deteccion de razas
debiles constituye una necesidad con la finalidad de utilizarlas en trabajos de
proteccidén cruzada; por lo cual, es de interés el comportamiento diferencial que
diversas razas de este virus puedan presentar a nivel histologico. Esto permite con la
ayuda de otros parametros, definir a priori el dafio que podriamos esperar de una
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raza en particular, asi como también caracterizar mas acertadamente estas variantes
virales como severas, moderadas o débiles para un hospedero en particuiar,

2.7.3 Métodos serolégicos

Los métodos inmunoldgicos son ampliamente utilizados en Ia deteccion de
patogenos en areas agricolas. Un diagnéstico inequivoco depende de Ia afinidad y
especificidad del anticuerpo utilizado, lo que permite realizar la deteccidn de bajas

concentraciones de un patogeno.

Las inmunoglobulinas (19) son una familia de glicoproteinas que se encuentran en e|
suero y otros fluidos de mamiferos y otros animales. Ellas forman parte del sistema
inmune, son producidas en respuesta a un inmunégeno y funcionan como
anticuerpo. Estas g poseen una estructura basica de cuatro cadenas polipeptidicas,
dos cadenas idénticas livianas Yy dos cadenas idénticas pesadas, arregladas en una
estructura tipo “Y”. La unién dal antigeno al anticuerpo ocurre en el sitio “ Fab”, unién
que es de tipo reversible Y mediada por enlaces no covalentes,

Existen numerosas variaciones de la metodologia de ELISA que se han descrito
desde su desarrollo inicial en los afios 60s, pero el concepto es bésicamente ¢
mismo. El ensayo de inmunoadsorcién con enzimas ligadas o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), es una prueba confiable y rapida para |a deteccion del VTC,
Ya que permite detectar en érganos de plantas, cantidades muy pequefias de estos
agentes (0.1%) y ademas permite estimar su concentracion en el tejido enfermo,

La sensibilidad de ELISA es superior a otras pruebas seroldgicas, por lo que ha sido
extensamente utilizada para la deteccion de patégenos en humanos, animales y
plantas. Las pruebas serologicas como ELISA estan basadas en la capacidad que
tienen los agentes fitopatdgenos (antigeno) para desencadenar la produccién de
inmunoglobulinas (anticuerpo) cuando son inyectados en organismos de sangre
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caliente. Estos anticuerpos reaccionan especificamente con Ia proteina del patégeno

inyectado.

Para la deteccion del VTC se utiliza |a prueba denominada sandwich de doble
anticuerpo (DAS) v consiste en la adsorcién de anticuerpos espaecificos para el VTC
a una placa de poliestireno. Los antigenos reaccionan con los anticuerpos adheridos
a la placa; y para formar el sandwich se agregan nuevamente anticuerpos para
detectar el VTC ligadas con enzimas Que se adhieren a los antigenos capturados en
la placa por ofras moléculas de anticuerpos. Una vez formada ia secuencia bioldgica
de anticuerp0+anta’geno+antiouerpo ligado a una enzima, se adiciona ¢ sustrato, el
cual es hidrolizado por la enzima dando lugar a un cambio de color de la solucién y
esto  permite  determinar Jos resultados  visualmente Y  cuantificarlos
espectrofotométricamente por medio de un lector de placas (Cruz, 1997). Se utilizan
anticuerpos policlonales para la cobertura de |a placa y monocionales para el
conjugado enzimatico. Los policlonales reaccionan con la mayoria de variantes de
este virus y los monoclonales (MCA13) detectan razas severas del VTC.

2.7.4 Métodos basados en la deteccién de 4cidos nucleicos

Eil diagnostico de fitopatégenos por medio de Ia identificacion de sus 4cidos nucleicos
€S un concepto que se ha desarrollado en las ditimas dos décadas, por lo que
nuevas aplicaciones, protocolos y modificaciones de las técnicas descritas estan
siendo reportadas continuamente en revistas de divulgacidn cientifica. Estas
técnicas, sin embargo no estan siendo utilizadas masivamente en laboratorios de
diagnéstico debido al aito costo de sus reactivos, el requerimiento de equipo
especializado y alto nivel de entrenamiento para sy ejecucién. Se espera, que la
tecnologia de deteccion de &cidos nucleicos llegue a ser mas accesible y simplificada
en el futuro. Por ahora, el inmunodiagnéstico es ung alternativa econdmica, rapida,
sensible y con una sensibilidad satisfactoria para ser usada en forma masiva.
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El acido desoxirribonucleico (DNA) y el acido ribonucleico (RNA), son grandes
moléculas formadas por la repeticion de nucledtidos. (formado por una pentosa:
ribosa o desoxiribosa; una base nitrogenada: purica o pirimidica y acido fosférico).

La molécula de DNA esta constituida por dos largas cadenas de nucledtidos unidas
entre si formando una dobie hélice, Las dos cadenas de nucleétidos que constituyen
una molécula de DNA, se mantienen unidas entre si porque se forman enlaces entre
las bases nitrogenadas de ambas cadenas que quedan enfrentadas. La unién de las
bases se realiza mediante puentes de hidrogeno, y este pareamiento ests
condicionado quimicamente de forma que la adenina (A) sélo se puede unir con la
Timina (T} y la Guanina (G) con la Citosina (C). La estructura de! DNA se asemejaria
@ una "escalera". E| esqueleto de g "escalera" estaria formado por el azicar
desoxirribosa y un grupo fosfato que harig de puente entre dos moléculas de
desoxirribosa. Los peldafios de la "escalera" estarian formados por los cuatro tipos
_ de bases nitrogenadas: adenina, guanina, citosina y timina.

2.7.4.1 Hibridacién de acidos nucleicos.

Una sonda de 4cidos nucleicos consiste en una hebra simple de DNA 6 RNA
marcada con radioactividad 6 algun método no isotopico, que ha sido construida para
complementarse y unirse a hebras de DNA 6 RNA blanco. Para emplear una sonda
se debe fijar primero el extracto vegetal 6 acidos nucleicos parcialmente purificados a
un soporte sélido tales como una membrana de nitrocelulosa 6 de nylon. Los &cidos
nucleicos “blanco” son desnaturalizados a hebra simple y posteriormente hibridados
a la sonda marcada, Bajo condiciones apropiadas de temperatura y sales, la sonda
s capaz de alinearse con el blanco de DNA 6 RNA, para que después el hibrido de
acidos nucleicos de doble hebra sea detectado por medio de la visualizacidén de Ia
marca. Los &cidos nucleicos se pueden purificar parcialmente y después ser
aplicados gota a gota a Ia membrana para una hibridacién posterior, o aplicarlos
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directamente al presionar el tejido vegetal sobre Ia membrana, simplificando e
proceso de ejecucion de esta técnica,

2.7.4.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR ha sido aplicada a la deteccién e identificacion de fitoplasmas, virus,
viroides, hongos, bacterias y nematodos. En general ia aplicacion de esta técnica al
diagnostico de enfermedades en plantas se ha centrado en organismaos que no son
facilmente detectados por otros métodos o en aquellos casos en que la obtencién de

resultados es lenta,

Entre las ventajas que presenta esta técnica se destacan su sensibilidad (100 a 1000
veces mas sensible que ELISA), la rapidez en la obtencién de resultados y'el
potencial para detectar varios patégenos simulténeamente. Las desventajas son el
alto costo de sus reactivos Y equipos y la necesidad de un entrenamiento adecuado
para su ejecucién debido a la posibilidad de contaminacién y la consecuente
obtencién de falsos positivos.

La posibilidad de utilizar varios primers en una reaccion de PCR que den origen a
productos amplificados de diferentes tamaiios, abre la posibilidad de detectar varios
patdgenos en una misma reaccidn. Una variante de esta técnica se ha desarroflado
recientemente, llamada PCR en tiempo real. Esta técnica cuantifica el acido nucleico
presente en la muestra y de esta forma se conoce la concentracion del patdégeno de
interés (Levesque, 1997).

El desarrollo de la investigacién en el 4rea gendmica, donde se utilizan microarreglos
para establecer qué genes son sobre-expresados o silenciados después de un
determinado tratamiento abre nuevas posibilidades en el drea del diagnéstico de
fitopatégenos. Recientemente se han desarrollado biochips compuestos de sondas
de acidos nucleicos 6 anticuerpos arreglados en pequefas areas de vidrio. Este
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formato es robusto y flexible y tiene ademés el potencial de incrementar la capacidad
del diagndstico ya que es posible detectar multiples patégenos simultaneamente
(Martin, 2000).

Sin duda, el descubrimiento y descripcion de nuevos genes, moléculas o secuencias
son la base para el desarrollo de nuevas herramientas que permitan realizar un
diagnostico rapido y preciso de enfermedades en plantas. Estos resultados seran
también de vital importancia en Ia comprension de las relaciones globales e
interacciones existentes entre las plantas y sus patdgenos u otros microorganismos

asociados.

2.8 Caracterizacion de variantes del CTV

En primer lugar, la deteccién y el diagndstico del CTV se llevaron a cabo durante
afos mediante pruebas biologicas consistentes en inocular limas mexicanas en
condiciones controladas de invernadero. E| método adn siendo sensible, era lento,
caro y no permitia el andlisis de gran cantidad de muestras.

Posteriormente se utilizaron pruebas de inmunodifusion con anticuerpos policlonales,
formados a partir del CTV purificado, con buena especificidad al CTV (Garnsey,
1979). Los mismos investigadores utilizaron la prueba de ELISA (Bar-Joseph ef af,
1979a), para mejorar la eficiencia de deteccion del virus. Algunos investigadores
(Lee, 1984;: Dodds et al, 1987: Moreno ef al., 1990), usaron patrones
electroforéticos de formas de RNA replicativo de doble cadena (dsRNA) para
detectar y caracterizar variantes del CTV; sin embargo, estos resultados no son tan
convincentes cuando se trata de RNAs de CTV defectivos (virus incapaz de
reproducirse en una célula huésped sin la ayuda de un virus auxiliar que aporta los
genes que le faltan) Ayllon et. a/., 1999. La comparacion de aislados basada en sus
perfiles de dsRNA tenia la limitacion de que la presencia de bandas de la misma
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movilidad electroforética no implicaba que tuviesen el mismo contenido genético,
Mmientras que bandas de distinta movilidad podian tener informacién redundante.

El desarrolio de anticuerpos monoclonales (MCAs) (Vela et al, 1986; Permar ef al.,
1990), fue uno de los principales avances en la diagnosis del CTV. El MCA 13 es
especialmente uatil para la deteccién de algunas variantes severas. La reaccion
positiva esta asociada con |a declinacion de arboles en Florida, el Oriente y América
Latina, pero no en Espafia y California. Por {o tanto, por primera vez fue posible
analizar muchas muestras y detectar aigunas variantes severas del CTV. No
obstante no se pudo concluir lo mismo para muestras que presentaban picado del
tallo, tipo declinamiento, 0 mezclas de estas variantes,

Usando el gen de Ia proteina de la capside (CP) y ia reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), Gillings et af (1993} aplicaron los polimorfismos en la longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP) a diferentes variantes del CTV. Ellos encontraron
que la enzima Hinf1 digiere los productos de PCR del gen de la CP, produciendo
siete diferentes patrones caracteristicos, los cuales fueron asociados con actividades
biolégicas especificas. Esto permitié una categorizacion de variantes del CTV sin
tener que clonar y secuenciar e gen de la CP.

Mawassi ef a/. (1993) y Pappu et af. (1993b} determinaron la secuencia nucleotidica
de gen CP de diversas variantes del CTV. La clonacién Yy secuenciacion de genes
individuales de |a CP, para distinguir variantes del CTV, proporcionan mucha
informacién; sin embargo es demasiado laboriosa y cara. Rubio ef al. (1996) utilizé
los polimorfismos conformacionales de cadena sencillg (SSCP) del gen de la CP
para distinguir variantes del CTV, y Febres (1995) demostré esta utilidad para los
genes p18, p20 y p27 del CTV Los SSCP fueron desarrollados para detectar
mutaciones puntuales en genes. La aplicacién de este principio es simple y es
relativamente econdmico. Los productos de PCR son desnaturalizados y corridos en
una electroforésis de geles no desnaturalizantes. Cuando el DNA es desnaturalizado
en cadenas sencillas en un gel no desnaturalizante, se forman enlaces
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intramoleculares del hidrégeno (antes de anillarse a su cadena complementaria) y se
Separan basado en conformacion relativa, Las dos cadenas son visualizadas por
tincién de plata. Asi las Caracteristicas y relacion entre variantes del CTV pueden ser
obtenidas por un simple, rapido y econémico analisis electroforético.

El conocimiento del epitope del MCA-13 proporciond las bases para el desarrollo de
sondas especificas para grupos de variantes del CTV. Asj mismo, la hibridacien
molecular con sondas de cDNA, obtenidas mediante retro-transcripcién, con primers
al azar, tenia la limitacion de no dar informacién sobre |as zonas del genoma
implicadas en la diferenciacion de los aislados, elio hacia aconsejable iniciar un
estudio preliminar sobre el genoma del virus.

La publicacion en 1995 de 13 primera secuencia de un aislado de CTV (Karasev, et
al., 1995) permitié conacer los marcos de lectura abierta de este virus y la expresion
de sus genes a través de |g formacién de RNAs subgendmicos 3'-coterminales. En
1996 se publicd la secusncia de un aislado de CTV de Israel, de caracteristicas
biologicas similares al T36 previamente secuenciado en Florida CTV (Karasev, et al,
1995). Se vio que ambos aislados tenian la misma estructura del genoma y alta
identidad de secuencia en Ig mitad del extremo 3, pero en cambio diferian hasta en
un 40% de nucleétidos al aproximarse al extremo 5'. Los clones secuenciados del
aislado espafiol T- 385 cubren casi un 30% del genoma: su secuencia es la primera
disponible de un aislado avirulento Yy guarda més similitud con el aislado de lsfael

que con el de Florida.
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. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio de Biologia molecular
y en los invernaderos del Centro Nacional de Referencia de Diagnostico Fitosanitario
(CNRDF) de la Direccién General de Sanidad Vegetal

3.1 Colecta de muestras

Los muestreos se realizaron durante el periodo de 1983-2002, eliminando los brotes
de acuerdo con la metodologia establecida en ia NOM—1995~FITO~031, por la que se
establece la campafia contrg e virus tristeza de los citricos, muestreandose huertas
comerciales de las entidades de Baja Caiifornia, Colima, Campeche, Jalisco,
Michoacan, Nayarit, Nuevo Ledn, Puebla, Quintana Roo, Tamaulipas, Veracryz y
Yucatén. Parte de las muestras colectadas se transportaron en hieleras 1 los
invernaderos del CNRDF para inocular el virus en plantas de citricos y para su
andlisis serol6gico por medio de la prueba de ELISA y métodos moleculares,
respectivamente.

3.2 Aislamientos

Los aislamientos originales y caracteristicas biologicas del CTV usadas para este
estudio se muestran en el cuadro 3. Estos aislamientos fueron determinados como
infectados por el CTV mediante la técnica serolégica de ELISA, e inoculados en
diferentes cultivares de citricos para su conservacion in vivo bajo condiciones de

invernadero.
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Cuadro 3. Aislamientos originales positivos por ELISA

Y propiedades bioldgicas

(sintomatologia) del CTV analizadas en este trabajo.

Aislado Origen Propiedades biolégicas
ME1 Mexicali * Colectado en 1997 e inoculado en Citrus volkameriana [Citrys
Baja California fatifolia (Limén Persa), indujo picado del talio Y aclaramiento en
nervaduras
CAZ2 Campeche Colectado en septiembre del 2000 e inoculado en Citrus
volkameriana/Citrus aurantifolia Limén Mexicano {Criollo), indujo
moderado aclaramiento de nervadtras
co3 Colima* Colectado en el 2000 e inoculado en Cifrys aurantiumy/Citrus
sinensis  (Naranja valencia), indujo en forma moderada
aclaramiento de nervaduras.
JA4 Autlan el grulloy  Este Material fue colectado en el 2002 y no fue inoculado en
Atotonilco el alto invernadero. No hay datos de sintomas.
Jalisco
MI5 ' Apatzingan Colectado en 1997 e inoculado en Citrus aurantium/Citrus sinensis
Michoacan* (Naranja valencia), fndujo aclaramiento de nervaduras tenues
NAG Santiago Ixcuintla Estas muestras provienen de liman Persa. No hay datos de
Nayarit sintomas
NL7 Montemorelos Este aislamiento fue inoculado en Citrys aurantium/Citrus
Nuevo Le6n* aurantifolia (Limén mexicano criollo), indujo aclaramiento de
nervaduras y ligero picado del tallo
QR9 Chetumal Quintana Fue colectado en Mayo de 1997 o injertado en Citrus aurantiony
Roo* Citrus  sinensis (Naranja valencia), indujo aclaramiento de
nervadura no se aprecia picado del tallo
TA10 Tamaulipas* Colectado en 1983; inoculado en Cifrus  aurantium/Citrus
aurantifolia, induce picado del tallo y aclaramiento del talio.
VE11 Veracruz* Colectado en 1994, Inoculado en Citrus volkameriana/Citrus
aurantifoffa, indujo un leve aclaramiento de nervaduras.
YU12 Ticul Colectado en septiembre  del 2000, noculado en Citrys
Yucatén* volkameriana/ Cifrus aurantifofia, indujo un leve aclaramiento de

nervaduras,

* Utilizados en plantas indicadoras,
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3.3 Caracterizacién de variantes

3.3.1 Plantas indicadoras

Para determinar |as variantes del CTV presentes en México, se utilizaron algunos
aislamientos preservados (asterisco, cuadro 3). Los cuales se injertaron por personai
del Laboratorio de virologia en los invernaderos de CNRDF de la Direccién General
de Sanidad Vegetal, el 26 de octubre de 1998 y el 9 de noviembre de 1999, en
plantas indicadoras [limén mexicano (Citrius aurantifolia) sobre naranjo agrio (Citrus
macrophylla Webster) y limén mexicano (Citrius aurantifolia) sobre limén (C.
volkameriana Macf. )] La fransmisién se determinG mediante Ia prueba serologica de

ELISA. La evaluacién de sintomas se llevd acabo analizando talios, ramas y hojas.
La evaluacion por secuencia nucleotidica fue hecha en CINVESTAV—lrapuato.

3.4 Extraccién del RNA total

Con base en informacion existente, se evaluaron dos metodos de extraccion de RNA
total: uno comercial (TRIZOL® Reagent, Invitogen/ Life technologies) a base una
solucién mono-fasica de fenol e isotiocianato de guanidina, desarroliado a partir del
método de Chomezynski y Sacchi, y un método de extraccion universal de acidos
nucleicos. Se utilizaron [as cortezas de brotes tiernos, peciolos y las nervaduras
centrales de las hojas,

Método TRIZOL® Reagent, Invitogen/ Life technologies: Se pesaron de 50-100
mg/mL de tejido y se homogeneizaron en un mortero previamente estéril y congelado
hasta pulverizar completamente. E| homogenizado se transfirid a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL, el cual contenia 1 mL de TRIZOL® Reagent . Se mezcls
vigorosamente y se incubé a temperatura ambiente (15 a 30°C) por cinco minutos,
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para permitir la completa disociacién del complejo de nucleoproteinas. Una ves
incubado, se pasé a una centrifuga con refrigeracidn (0-4° C) a 12, 000 x g por 10
min, formandose dos fases: la pastilla conteniendo membranas extracelulares,

Se tomo todo el sobrenadante y se paso a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se
agregaron 0.2 mL de cloroformo (SIGMA) por 1 mL de TRIZOL® Reagent; se agito
vigorosamente por 15 segundos v se incubg a temperatura ambiente por 2 a 3 min.
Posteriormente se centrifugd a 12, 000 x g durante 15 min g 4° C, Seguido de |a
centrifugacion se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio y estéril. EI RNA se
precipité de la fase acuosa mezclando por inversién con 0.25 mL de isopropanol
(SIGMA) y 0.25mL de solucion de precipitacién con alto contenido en sales (0.8 M de
citrato de sodio Y 1.2 M de NaCl) por 1 mL de TRIZOL® Reagent usado, se incubd
- por 10 min a temperatura ambiente y centrifugd a no mas de 12,000 x g por 10 min
a 4° C. Se retirg el sobrenadante y se lavé con 1mL de etanol 75% por 1ml de
TRIZOL® Reagent. Se mezclo ig muestra con agitacion vigorosa (vortex) y se
centrifugd a no mas de 7,500 x g por 5 min a 4° C. Por dltimo se retiro nuevamente el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla al aire de 5 a 10 min, disolviendo el RNA en
agua libre de RNAsas (GIBCO BRL) y almacens a —70°C,

Método de extraccisn rapida de RNA: En un mortero previamente estéri| y
congelado, se pulverizaron de 50-100 mg/mL de tejido, el macerado se transfirié a un
tubo de microcentn’fuga de 1.5 mL, el cual contenia 0.5 mL de buffer de extraccion
(50 mM de Tris-HC] pH 8.5, 10 mM de EDTA y 200 mM qe NaCl); una vez
resuspendido en vortex, se agregdb 05 mL de una solucion  50:50:1 de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (GIBCO, BRL) se agité vigorosamente;
posteriormente se incubg durante 10 min. Se centrifugd a 12,000 x g 10 mina4°C.
Posteriormente se recuperd la fase acuosa (superior) a un tubo limpio evitando en
todo momento |a contaminacion con material de la interfase y se precipité el RNA
agregando un volumen igual de isopropanol, se agitd por inversion e incubé a -70° C
por 10 min. Luego se centrifugé a 12, 000 x g . 10 min a 4°C, se decanté el
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sobrenadante Yy se lavé con etanol 70 % se centrifugd por 5000 x g por 5 minutos
se dejo secar Ia pastilla POr NG mas de 10 minutos g aire. Por Ultimo se resuspendic
la pastilla con agua libre de nucleasas.

3.4.1 Determinacisn dela ¢oncentracion de RNA total

calculo:

Factor de dilucion= volumen total en la celda

Volumen de |a muestra

[RNA] = (D.0. 260 nm} (Factor de dilucién) (40) 7 1000

Una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 1g de RNA/mI. La concentracion
esta dada en ug/ul.

3.4.2 Determinacién de la calidad de] RNA tota]

entre 1.9-2.0.
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3.4.3 Determinacién de la integridad de RNA total

La integridad del RNA se determing en un gel de agarosa (Invitogen Life
technologies) al 0.8%, se utilizs buffer de corrida al TBE 0.5x (Tris~HCi 45mM, acido
bdrico 45 mM y Na,EDTA TmM) igual que para Ia preparacion del gel (Sambrook y
cols, 1989), separandose el RNA a 80 volts (V) durante 30 min. E gel fue tefiido con
bromuro de etidio Tug/ml (SIGMA) durante 10 g 15 minutos y se visualizo en un
transiluminador de juz UV, de ia marca ULTRA-LUM. Finalmente el gel fue
fotografiado con un analizador de imagenes Kodak Digital Science para su andlisis.

3.5 Disefio y sintesis de Iniciadores (oligonucléotidos).

Debido a que Ia gran parte del genoma del CTV es conocido, el disefio de los
iniciadores esta basado en las secuencias reportadas. Los iniciadores que se
utilizaron alinean en la porcion de DNA de los genes p13 (PM46 Positiva CCG TTG
TAA TAA TCT CGT C; PM47 Negativa AGA CTC TAG TTA TCG CAA GGT), p20
(P20A Positiva ACA ATA TGC GAG CTT ACT TTA; p20B Negativa AAC CTA ACA
GCA AGA TGG A) Y P23 (p23A Positiva GCT AGC ACC ATG GAT AAT ACT AGC
GGA C, p23B Negativa AGA TCT TCA GAT GAA GTG GTG TTC) del CTV, ios
cuales fueron disefiados por la Bioguimico Liset Herrera de CINVESTAV-U Irapuato
y sintetizados por Ia compaiiia SIGMA.

La capacidad de pareamiento de las secuencias utilizadas se verificé mediante un
programa de INTERNET del Banco de Genes (GenBank version 105.0+, abril 2003;
http://www.ncbi.nlm.nih.qovl) del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica de Ia

Biblioteca de Medicina dependiente del Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos de Norteamérica,
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3.6 Transcripcion inversa y Reaccion en cadena de la polimerasa acoplado,
(RT-PCR).

Para esta reaccion se llevé a cabo 1a formacion del DNA complementario (cDNA) al
RNA mediante el uso de una enzima DNA polimerasa dependiente de RNA (reverso
transcriptasa). Existen varias enzimas de este tipo en el mercado siendo 1as mas
conocidas la AMV obtenida del Virus de Mieloblastosis Aviar, ta M-MLV purificada del
Virus de la Leucemia Murina de Maloney, 12 rTth procedente de Thermus
termophylius 'y la SuperSeript |I. Para la sintesis del cDNA para los diferentes genes
de interés, se incubaron 3 L de RNA de cada uno de los aislamientos a 70° C por 5
min. Se prepararon mezclas (25 pL) que contenian 1x PCR puffer (10 mM Tris-HCI
pH 8.3, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCla), 10mM de Ditiotritol (DTT), 2 5 mM de MgCla,
250 uM de cada uno de los cuatro dNTPs, 25U Tag DNA polimerasa, 100 U de M-
MLV reverso transcriptasa (Promega) obtenida del Virus Leucemia Murina de
Maloney y 10 pmoles de cada primer especifico, al final se agregaron 25 pl de

gceite mineral para evitar la evaporacion.

El programa térmico de PCR para el termociclador (Personal cycler, Mod. 050-500
Biometra) fue €l mismo para los tres pares de primers analizados: 42° C 45 min
(sintesis de cDNA); 94° C 5 min; 84° C 1 min; 53° C 1 mim; 72° G 1 min. (35 ciclos)

con una extension final de 72° C 10 min, almacenandoio & 4° C.

Nota: Todos 08 reactivos utilizados para estas reacciones de RT-PCR fueron de la
marca Promega € invitogen Life technologies.

3.7 Andlisis de los productos de la reaccion.

La amplificacion de las muestras € verifico fraccionando el DNA en un gel de

agarosa de 1 a 1.3% en buffer TAE 1X (Tris 40 mM, acetato de sodio 20mM vy

Na,EDTA). Por lo cual se climind el aceite mineral del producto de PCR Y s€
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mezclaron las muestras con puffer de carga (0.025 % azul de promofenol, 0.025%
silencianol, 30% de glicerol en agua) para cargarse en el gel. Se separd el DNA a
100 volts durante 15-30 minutos © cuando el colorante celeste (xilencianol) exceda
un poco mMas de la mitad del gel. En cada corrimiento se colocaron los testigos
negativos (agua), positivos (plasmido aislamiento Veracruz) y un marcador de peso
molecular conocido. Este ditimo  sirvid para calcular el tamafio del fragmento
amplificado ¥ comprobar si fue el esperado. Finalmente, el gel sé tifiio con bromuro
de etidio 1pg/mL durante 10a15 minutos y s€ visualizo en un transiluminador de uz

ultravioleta.

3.8 Andlisis genético de las variantes de VTC por el método de

polimorfismos Conformacionales de Cadena Sencilla (SSCP).

Para los ensayos de SSCP se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida
utilizando camaras verticales con dimensiones del gel de 16X18 cm, marca Hoefer
Seientific Instruments SE400 y una fuente de poder marca BIORAD modelo 200/2.0

PAGE nativo al 412%. Despues de ensamblar los cristales previamente lavados Y
| desengrasados, para recibir la solucion a polimerizar; €n un vaso de precipitado de
50 mL se mezclaron la soluciones sefialadas en el cuadro 4. Se transfirid la mezcla a
las placas de cristal y se colocH el peine para dejar polimerizar por io menos durante
una hora. Transcurrido este tiempo, s€ removio el peine y € ensamblaron las placas
de cristal con €l gel en la camara de electroforésis enjuagando 108 orificios dejados
por el peineé con solucién TBE 0.5X (Tris —HCl 45mM, éacido borico 45 mM Yy
Na,EDTA 1mM). Se precorrio el gel 2100 vV durante 15 minutos.
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Cuadro 4. Soluciones necesarias para la preparacion de geles nativos de

poliacrilamida al 12%

Soluciones/Volumen (mL) 30 mbL
Acrilamida 30% (mL) 12.0
Agua bidestilada estéril (mL) 11.79
TBE 5X 6
Persulfato de amonio (uL) 210
TEMED (pL) 10.5

Analisis SSCP. El andlisis SSCP fue realizado directamente de los productos de
PCR de los genes p13, p20 ¥ p23. Se utilizaron 2 pL de producto de PCR, ¥
mezclaron con 8 WL de buffer desnaturalizante (Formamida 95% y azul de
bromofenol 0.05%). Esta mezcla se calentd 10 minutos a 95°C con agitacion a los 5
minutos, posteriormente  s€ enfrio rapidamente en hielo. 'Las muestras $€
fraccionaron en un gel de poliacrilamida al 12% en la camara de electroforésis
vertical. en buffer TBE 0.5X como amortiguador de corrida. La electroforésis se corrio

a 200 volts durante toda la noche 0 12 hrs.

Tincion del gel de poliacrilamida con nitrato de plata. Se colocod el gel en un
contenedor y se agregaron 100 mL de solucion fijladora (10% de etanol y 2% de
4cido acético) durante 20 minutos con agitacion constante. Se elimind 1a solucion
fijadora y el gel se lavo tres veces con agua destilada. Agitando ligeramente durante
los lavados. Se decantd el agua y se agregaron 100 mL de solucién de tincidn
(Nitrato de plata al 2%) por 20 minutos con agitacion ligeray el gel se lavé de fres @
cuatro veces. Enseguida se agregaron 100mL de solucion reveladora (6% de
hidroxido de sodio Y 29 de formaldehido) y s mantuvo en agitacion suave hasta que
aparecieron 1as pandas. La reaccion se detuvo con una solucion al 2% de acido

acético.
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V. RESULTADOS

4.1 Biocaracterizacién de aislados mexicanos del CTV

Al evaluar la actividad biolbgica (manifestacién de sintomas) del CTV en lima

mexicana como patron (cuadro 5}, se encontrd lo siguiente:

Cuadro 5. gintomatologia del CTV en diferentes injertos en arboles de 7 afos de

edad, utilizando como patrén Lima Mexicana (Citrus aurantifolia).

Aislamiento No. Plantas @) Aclaramiento de b) Acanaladura ) Picado del

analizadas nervadura (%) de rama (%} tallo (%)
Veracruz 12 30 0 0
Q. Roo 8 38 0 0
Yucatan 4 58 0 0
Michoacan 12 45 12.5 0
Nuevo Ledn 12 58 8.3 10
Colima 12 67 33 50
B. California 12 66 33.3 55
Tamaulipas 12 100 89 70

a) Aclaramiento de nervaduras. Hubo aclaramiento en éreas pequefias de las
hojas jovenes y €n forma generalizada a lo largo de las nervaduras secundarias y
terciarias, principalmente con los aislamientos de Tamautipas (100%), seguida de
Colima (67%) y Baja California (66%); y en menor grado Yucatan y Nuevo Ledn
(58%).

b) Acanaladura de rama. Al despegar 1a corteza, se observa una depresion que
constituye 1a acanaladura (el cambium vascular del tejido secundario es invadido, Y
algunas celulas cambiales y sus derivadas inmediatas s€ colorean y otras se

hipertrofian, formandose una masa de células hipertrofiadas del parénquima con
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células cromaticas ocasionales en el lugar donde deberian formarse el xilema y el
floema). Este sintoma aparecio principalmente en el aislamiento Tamaulipas de

forma generalizada en ramas.

c) Picado del Tallo. Se presentd principalmente en Tamaulipas y en menor grado en
los aislamientos de B. California, Colima y N. Leon. La causa del picado del tallo
esta asociada con sobre crecimientos del tejido de la corteza y la agregacion de
cuerpos de inclusion viral, dando como resultado depresiones a manera de hoyos

sobre la madera del tallo.

El uso de! limén mexicano para la deteccion de variantes del CTV, tiene como
desventaja el tiempo que transcurre desde la inoculacion hasta la aparicion de
sintomas, por lo que es necesario otro tipo de analisis més especifico y rapido como

la caracterizacion genética.

4.2 Caracterizacion genética
4.2.4 Extraccién del RNA total.

El andlisis del RNA se realizd mediante dos procedimientos que son ampliamente
usados: a) estimacion de la cantidad y pureza (calidad), mediante espectrofotometria
de luz UV y b) grado de degradacion (integridad) por medio de la fluorescencia que
emite el Bromuro de etidio cuando estd mezclado con el RNA; este compuesto
quimico tiene afinidad por moléculas de doble cadena que s€ intercala en i0s
puentes de hidrogeno, de manera que al irradiar el gel con una fuente de luz UV se
puede observar la ubicacion, integridad e indirectamente la cantidad. Esta
estimacién, se puede llevar a cabo debido a que la fluorescencia emitida, €s

proporcional al total de la masa del RNA (Valadez y Kahl, 2000).
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En el primer €aso las cantidades de RNA gendmico Y viral se determinaron en un
espectrofotc')metro (Perkin Elmer Lambda BIO/10), tanto en muestras frescas (sin
deshidratar) y secas (deshidratadas a temperatura ambiente) cuadro 6 ayb. Cabe
sefialar que en los dos métodos de oxtraccion utilizados s aplicaron en diferentes

tejidos vegetales como € indico en el capitulo de Materiales ¥ Métodos.

Cuadro 6a: Calidad y concentracion de RNA total de muestra fresca, leida en el

espectrofotémetro.
T Método 60nm 280 nm  Calidad Concentracion ug/pl-
Trizol Reagent 0.079 0.045 1.75. 1.58

0.084  0.055 1.53 1.68

Extraccion Rapida de RNA

Cuadro 6b: Calidad y concentracion de RNA total de muestra seca, leida en el

espectrofotémetro.
T Método 260nm 280 nm Calidad Concentracién—_
(DO 2601280) polpl
Trizol Reagent 0.040 0.020 2.0 0.80
0.063 0.056 1.12 1.26

Extraccion Rapida de RNA

Al observar los rendimientos individuales del RNA total en cada muestra (seca y
fresca), se puede ver una diferencia entre ambos métodos ya que con el trizol
reagent® se obtuvo menaor cantidad de RNA; sin embargo en cuanto a la pureza
superd al método de extraccion rapida de RNA. Este parametro fue evaluado
mediante 12 relacion entre 1as absorbancias a 260 y 280 nm (DO -60/280), 1@ cual debe
estar entre 1.8 Y 2.0 para ser consideradas de buena calidad; mientras que si hay
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contaminacion con proteinas o fenol. El valor obtenido en esta relacion puede ser
significativamente diferente para los valores citados arriba y no seréa posible la
cuantificacion correcta del RNA (Sambrook y cols., 1989) Estos resultados indican
que el método comercial es mas efectivo para la eliminacién de compuestos
fendlicos, proteinas y otras sales que pudieran intervenir en la amplificacion por

medio de la reaccién de PCR como lo reportan Valadez y Kahl (2000).

Como se observa en los cuadros (6a y b), el utilizar tejido fresco como fuente de
obtencién de RNA, fue determinante ya que las cantidades de RNA obtenidas fueron
mayores, esto correspondié con lo reportado por Henry (1997) y Kurt et al., (1995);
sin embargo, esto no siempre es posible, porque el método de deshidratado
(secado) es esencial para mantener |a integridad y manejo del tejido tal como lo
indica la NORMA Oficial Mexicana NOM-031-FITQ-2000. Por la que s& establece la
campania contra el virus tristeza de los citricos. Por otro lado, se debe de tomar en
cuenta que las nucleasas presentes en las células pueden causar degradacion del
RNA (Thomson y Henry, 1993) y esto explicaria los bajos rendimientos por ambos
métodos en muestra seca (Cuadro 6a'y b). A pesar de esto, es posible trabajar con
corteza, hoja o peciolos que estén almacenados por varios afos (Clarke et al,
1989).

En relacién con el nivel de degradacion de! RNA, en la figura 3 se muestra una
fotografia de un gel no desnaturalisante de agarosa &l 0.8% conteniendo una alicuota
de RNA total obtenido con los 2 métodos a partir de muestras secas y frescas de
diferentes plantas de citricos. El RNA obtenido por ambos métodos no se encuentra
degradado ya que se pueden ver los RNAs ribosomales 288 y 18S. En contraste el
RNA degradado © parcialmente degradado, forma un barrido (parecido a una
mancha) de fragmentos de diferentes peso molecular a lo largo del carril, haciendo
que las bandas citadas, pierdan nitidez o no se aprecien (Valadez y Kahi, 2000).
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Tejido seco Tejido fresco

RNA ribosomal
2885
188

Figura. 3 RNA total, obtenido por dos métodos de extraccion a partir de

corteza  del  citrico,  visualizados  en gel de agarosa 0o

desnaturalizado al 0.8% y teflido con bromuro de etidio. Lineas 1 y 3) metodo

Trizo! Reagent®, tejidos secos ¥ frescos; Lineas 2 y 4 ) Método de

extraccion rapido de RNA, en tejidos secos y frescos respectivamente.
En términos generales los dos métodos evaluados fueron aceptables; sin embargo,
el que se utilizé para esta investigacién por réapido, préactico y las caracteristicas

antes mencionadas fue el TRIZOL REAGENT®

4.3  RT-PCR

La reaccion de RT-PCR, previamente estandarizada, se efectué con los diferentes
pares de iniciadores que amplifican diferentes genes del CTV. Para cada par de
primers se utilizaron los mismos parédmetros de reaccion de RT-PCR y programa
térmico, como se indicéd en el capitulo de materiales y métodos, produciendo bandas

consistentes y libres de fragmentos inespecificos (Fig. 4).
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600 pb

600 pb

800 ph

800 pb

Fig. 4. Representacién de los fragmentos amplificados por RT-PCR usando los primers especificos para
el gen p13 (A), gen p20 (B) y gen p23 (C) del GCTV ampiificando un fragmento de 500 pb, 600 pb, y 800
pb respectivamente de diferentes aislados de cltvicos infectados con el VTC. Linea M= Marcador de
peso molecular Ladder 100 GIBCO BRL; Linea 1= Jalisco; Linea 2= Chetumal; Linea 3= Campeche;
Linea 4= Nayarit; Linea 5= Veracruz, Linea 6= Colima; Linea 7=Yucatan; Linea 8= Mexicali; Linea 9=
Tamaulipas; Linea 10= Michoacan; Linea 11 y 12= controles negativos.
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Como se puede observar, con los iniciadores que amplifican el gen p13 se obtuvo
un fragmento de 500 pares de bases (pb); para los del gen p20 se amplificd una
banda de aproximadamente 600 pb con el gen p23 presentd un fragmento de 800
pb, tal como lo menciona Herrera, et al. (2003) al disefiar estos iniciadores.

Para determinar la especificidad se alinearon con anteriridad en el banco de genes

(GenBank version 105.0+, abril 2003; http:/fwww.ncbi.nim.nih.gov/).Con el uso de

estos primers se observo buena intensidad de banda para todas las plantas
infectadas. En plantas sanas (testigos negativos) no se observaron productos de
amplificacién lo que indicd la especificidad de los primers utilizados para la deteccion
de los diferentes genes del CTV. La estimacion del tamafio de los fragmentos
- gendémicos amplificados del CTV se efectud al compararse con el marcador de peso
molecular DNA Ladder 100 bp (GIBCO, BRL).

Cuando se realizaron las primeras amplificaciones (estandarizacion), probando los
dos métodos de extraccion de RNA total, no hubo diferencias, puesto que en los dos
métodos se tuvo amplificacion, contrario a lo que se esperaba, que por ia simplicidad
no eliminarian por completo los compuestos fendlicas y polisacaridos que pudieran
haber inhibido la actividad de la enzima Tag DNA polimerasa (Sambrook et al.
1989); lo que indicd que estos métodos los removieron total o parcialmente y no

interfirieron en la amplificacion por PCR.

Las amplificaciones obtenidas de RT-PCR acoplado de los aisiamientos antes
mencionados con los diferentes pares de primers (p13, p20 y p23), fueron
satisfactorias. Estas regiones son una buena opcidn para buscar variacion en los
genomas de aislamientos del CTV, y pueden ser de ayuda para la diferenciacion
entre los aislamientos, o una deteccion multiple (PCR muttiplex), dando la ventaja de
amplificar varios genes a la vez y de esta manera reforzar la diferenciacién de

variantes de este virus. (Herrera, et al., 2003)

4.4 Analisis SSCP
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4.4.1 Deteccion de diferencias conformacionales de aislamientos del CTV

En la figura 5a, se presentan los patrones polimorficos conformacionales de cadena
sencilla (SSCP), obtenidos del DNA complementaric  (CDNA) amplificado con los
iniciadores IRA1 e IRA2, especificos del gen p23. En ella se observa que ios aislados
obtenidos de Jalisco, Quintana Roo, Campeche, Nayarit, Veracruz, Colima vy
Yucatén (carriles 1, 2, 3, 4, 5 6 y 7), agrupados para este estudio como
“elactroferogrupo 17, presentaron una migracion electroforetica similar, en contraste
con los de Mexicali y Tamaulipas (carriles 8 y 9), agrupados en electroferogrupo 2 y 3
respectivamente; los cuales presentaron una migracion desigual para cada grupo,
diferente al observado en el electroferogrupo 1, de igual forma los aislados Nuevo
Leén y Michoacéan (carriles 10 y 11), ambos migraron de forma similar pero con
movilidad electroforética diferente a los electroferogrupos 1, 2 y 3, por lo que este

patrén electroforético se le ubico en el electroferogrupo 4.

Los SSCP, obtenidos a partir de los fragmentos amplificados con los iniciadores
especificos del gen p13, tuvieron un comportamiento similar a los del p23;
presentando la misma migracion para los carriles 1,2, 3, 4,5, 6y7, (electroferogrupo
1), migracion diferente aislamientos de los carriles 8 y 9 (electroferogrupos 2 Y 3.V
migracion electroforética similar para los aislados de los carriles 10 y 11
(electroferogrupos 4), pera con diferente movilidad que los electroferogrupos 1,2y3.
(figura 5b).

Los patrones obtenidos con el cDNA amplificado con los iniciadores para el gen p20,
arrojaron informacién similar a la de los patrones electroforéticos del gen p23 y p13,
sin embargo, se detectdé una variacion, de tal forma que se obtuvieron 5
electroferogrupos , teniendo el electroferogrupo 1 con 10s aislamientos de los carriles
1,2, 3,458y 7, los electroferogrupos 2 3, 4y5 conlos aislamientos de los
carriles 8, 9, 10y 11 respectivamente, estos Ultimos presentaron movilidad

electroforética diferente para cada uno de los cinco aislamientos (figura 5¢).
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Panel A

Figura 5. Andlisis de patrones SSCP de los productos de amplificacion mediante RT-PCR a partir de primers
especificos para el gen p23 (panet A), p13 (panel B) y p20 (panel C) del VTC de aislamientos Mexicanos:
Linea 1 Jalisco; Linea 2, Chetumal; Linea 3, Campeche; Linea 4, Nayanit; Linea 5 Veracruz; Linea 6, Colima;
Linea 7, Yucatan, (electroferogrupo 1); Linea B8, Mexicali (electroferogrupo 2); Linea 9, Tamaulipas,
(electrafereogrupo 3); Linea 10, Michoacan y Linea 11, Nuevo Leon (electroferognipo 4). Y en p20 (panel C)
Linea 10, Michoacan (electroferogrupo 4) ¥ Linea 11 Nuevo Ledn (electroferogrupo 5). En geles de
acrilamida al 12% v tefiidos con nitrato de plata.

51



V. DISCUSION

Los sintomas observados en limén mexicane, como planta indicadora, fueron un
indicio que hizo sospechar de la existencia de un complejo viral en los aislamientos
del CTV en las plantas evaluadas. Los sintomas predominantes fueron aclaramiento
de nervaduras (variante tipo débil) y Gnicamente dos aislamientos (Baja California y
Tamaulipas) mostraron acanaladura de ramas y picado del tallo (variante tipo severo
o declinamiento). Esta clasificacion se hizo de acuerdo a Garnsey ef al., (1987) quien
dividié algunos aislamientos del CTV en variantes débiles y severas dependiendo de
los sintomas inducidos en cinco plantas indicadoras. En contraste, Moreno, et al.,
(1993); Rocha-Pefia et al,, (1994 y 1995) y Niblett ef al., (2000) manejaron otra
clasificacion: variantes suaves, declinamiento, picado del tallo y amarillamiento de
plantulas). En este estudio, solo se observaron dos tipos de sintomas; esto
probablemente a las plantas indicadoras utilizadas (limén mexicano como
portainjerto). En este sentido, experimentos realizados por Rubio, et a/.,(2000),
indicaron que el cambio de hospedero a menudo induce cambios en poblaciones de
RNA genomico del CTV.

La inoculacién en plantas indicadoras ha sido el método mas utilizado para la
clasificacion de aislamientos de este virus (Garnsey et al, 1989). La principal
desventaja del indexado biologico es el tiempo requerido, ya que la primera
evaluacion de sintomatologia se realizé después de 2 afios de la inoculacion (Lee et
al., 1994; Rocha-Pefia et al, 1995). Ademas, de esta desventaja Niblett, ef al,
(2000) reportaron que el método es caro, por el espacio utilizado en invernadero,

manejo de enfermedades, plagas y personal técnico especializado.

El uso de otros métodos para el estudio de variantes como ELISA (Vela ef al., 1986;
Permar et al., 1990) fue muy importante en la diagnosis del CTV; sin embargo, los
anticuerpos (MC13) no reaccionaban con la mayoria de las variantes severas
reportadas (Niblet, et al., 2000). Por otro lado, los patrones electroforéticos de formas
replicativas de RNA de doble cadena, fueron utilizados para separar variantes (Lee,
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1984; Dodds ef al., 1987; Moreno et al.,1990); pero presentaron algunos problemas
debido a la generacion de RNAs defectuosos de CTV (Aylion ef af., 1999).

Los fragmentos polimérficos en la longitud de restriccion -RFLP- (Gillings et al, 1993),
producen diversos patrones caracteristicos que se asociaron con actividades
biologicas especificas, los cuales permitid una clasificacion de las variantes del CTV;
no obstante a que la simple digestidén de restriccién demostré que no tiene acceso a

toda |la variacion de variantes examinadas.

La reaccion en cadena de la polimerasa aun no tiene primers especificos confiables
para la diferenciacién de variantes (Mawassi ef af., 1993, Pappu ef al., 1993); aunque
Aylléon ef al., (2001) hicieron mencién que mediante PCR discrimind mezclas con

variantes severas tipo T36.

La clonacion y secuenciacion de variantes de uno o mas genes, pueden ser un
procedimiento preciso para caracterizar poblaciones de CTV, pero es costosa,
laboriosa y consume mucho tiempo para identificacidon de rutina de éstas; sin
embargo, da informacion de [as diferencias puntuales en las secuencias, tal y
como lo determind Herrera et af. , (2003) al secuenciar la parte central del gen p13
de diferentes aislamientos de CTV de origen Mexicano, quien encontrd que los
aislamientos de comportamiento suave difirieron de los severos en solo & bases

nitrogenadas:

suaves: TTC TgA gAg Cgg TAg CTC gTC Cgg TTC CATCT
severas: CTC TgAgAg Cgg TCg TTC gTT Cgg TTC CATTT

En la ultima década, el andlisis de polimorfismos conformacionales de cadena
sencilla (SSCP), se han utilizado por ser considerado como un método sensible,
econdmico y rapido para detectar la variacion de la secuencias (Niblett, et al., 2000).
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El método esta basado en la deteccion electroforética de los cambios de
conformacion del DNA monocatenario, resultado de mutaciones puntuales u otras
formas de cambios en la secuencia (Orita, et al., 1989). La técnica ha sido exitosa en
la deteccion de diferencias nuclotiidicas en el gen p25 (PC) y p27 de diferentes
aislamientos del CTV (Rubio et al., 1998; Gago-Zachert et al, 1999), andlisis
gendmico de poblaciones y su variacion despues del cambio de hospedero (Aylion et
al., 1999b; Rubio et al., 2000), y después de la transmision por afidos (Moreno, G. et
al., 1996:; Albiach-Marti, et al., 1999; d'Urso, F. et al., 2000).

En cuanto al método de laboratorio utilizado para observar los patrones SSCP;
Rubio, et al., (2000), indicd que la presencia de diferentes variantes de RNA en la
mezcla del aislamiento no altera la eficacia del amplificado. Asi, cuando diferentes
proporciones de RNA de cadena doble de dos variantes del CTV fueron utilizadas
como molde para RT-PCR y el DNA complementario (cDNA), fueron sintetizadas y
analizadas por SSCP; la intensidad de las bandas de los patrones SSCP fue
proporcional a la concentracion de las variantes correspondientes. Ademas que para
este estudio se estandarizaron previamente las condiciones de SSCP, para que la
conformacion del DNA no fuera alterada por el buffer de electroforesis, voltaje,
temperatura y concentracion de acrilamida, los cuales podrian alterar la movilidad

electroforética tal y como lo sugiere Gago-Zechert, ef al., (1999).

Los patrones SSCP obtenidos en este estudio de los aislamientos mexicanos del
CTV, permitieron discriminar cuatro electroferogrupos con los genes p13, p23 y
cinco electroferogrupos con el gen p20 del CTV, permitiendo agrupar a los
aislamientos de Jalisco, Quintana Roo, Campeche, Nayarit, Veracruz, Colima y

Yucatan como variantes tipo suaves para los 3 genes evaluados (electroferogrupo 1).

Al comparar la actividad biolégica de los aislamientos Veracruz, Quintana Roo y
Yucatan (aislamientos evaluados en invernadero), Unicamente producen
aclaramiento de nervadura, confirmandolo con el andlisis filogenético de las

secuencias correspondientes a marcos de lectura (ORFs) 18, CP, P13 y P23,
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realizado por Herrera, ef a/., (2003) quienes agruparon a Yucatan, Veracruz, Q. Roo,
Michoacan, Nuevo Ledn y Colima, y los situaron mas cerca de aislamientos de
comportamiento reportado como suave (Florida B35, T30 y Espafia T385). Cabe
sefialar que el aislamiento Colima presenta un alte porcentaje de acanaladura de
rama (33%) y picado del tallo (50%), esto se puede explicar, debido a que dicho
aislamiento presenta una mezcla con variantes severas como lo revela la
secuenciacion con el gen p13 y la amplificacion de la variante severa tipo VT
(Herrera et al., 2003); sin embargo, mediante SSCP no sé distingué mezcla de
ninguno de los genes evaluados. Esto es explicable porque con esta técnica solo es
posible detectar hasta un 10 % de la variante mezclada (Rubio, et al., 2000) y tal vez
en este aislamiento predominaba la variante suave.

Los aislados de Tamaulipas y Baja California Norte (electroferogrupos 2 y 3,
respectivamente), presentaron patrones Unicos para cada caso con los genes p13,
p20 y p23. De acuerdo a su sintomatologia, ambos aislamientos presentaron
aclaramiento de nervaduras, picado y acanaladura del tallo (moderado severo);
confirmandolo por lo reportado por Herrera, et al., (2003), quienes agruparon a estos
aislamientos con los aislamientos considerados como severos de Colombia, Texas y
Florida T3, ademas de la evidencia que proporciona la PCR detectando variantes

severas tipo T36 y VT.

Por ultimo, los genes p13 y p23 presentaron una banda tipo SSCP similar para los
aislamientos Michoacan y Nuevo Ledn (electroferogrupo 4). La sintomatologia
presentada por el aislamiento Nuevo Ledn fue aclaramiento de nervaduras, picado y
acanaladura de ramas y Michoacan solamente mostrd aclaramiento de nervaduras y
acanaladura de tallo; sin embargo, Herrera, ef al., (2003} ubico por secuenciacion a
estos aislamientos como variantes suaves, aungue hace mencion que mediante PCR
(Aylidon et al., 2001) encontré mezclas con variantes severas tipo T36.

Con el gen p20, se produjo una mezcla de patrones SSCP para los aislamientos
Michoacan (electroferogrupo 4) Nuevo Ledn (electroferogrupo 5). Esto se puede
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explicar debido a que los virus de RNA tienen un gran potencial de variacién genética
como resultado de sus amplias poblaciones, RNA polimerasa propensa a error y
tiempos cortos de replicaciéon. (Domingo y Holland, 1994). De la misma forma, Dolja
& Carrington', (1992); Koonin & Dolja, (1993), Gibbs, (1995); Roossinck, (1997);
Garcia-Arenal ef al., (2001) indicaron que la elevada tasa de mutacion de los virus
de RNA produce una acumulacion de deleciones, limitando el tamafo del genoma de
RNA; que en poblaciones amplias la capacidad puede mantenerse o incrementarse
por seleccidon natural; pero en pequefias poblaciones, la deriva génica puede
conducir a la perdida progresiva en la capacidad de replicacidn, que la
recombinacion de genomas virales con mutaciones deletorias puede regenerar la
funcionalidad del genoma; que para el CTV, que tiene un genoma de los mas
grandes entre los virus de plantas de cadena sencilla de sentido positivo, en donde la
recombinacion puede actuar como un mecanismo compensatorio contrarrestando la
acumulacion de mutaciones deletorias y que también la coinfeccion y recombinacién
de diferentes regiones gendémicas entre genomas del CTV permite mayor diversidad
y adaptabilidad a los nuevos ambientes (Rubio, ef al., 2001),

Del mismo modo, Dominge & Holland (1994), mencionaron que aunque el indice de
error de las diferentes polimerasas virales del RNA es similar, la diversidad genética
puede diferir entre variantes, lo que demuestra que en ia regién del gen p20 de los
aislamientos Michoacan y Nuevo Ledn, tuvieron un cambio en su secuencia y por
ende su conformacion electrofororética cambid. Estos resultados, siguieren una via
indirecta para designar heterogeneidad en la poblacion.

Los aislamientos de CTV de Jalisco y Chetumal presentaron una mezcla de
patrones SSCP (no reconocida) con el gen p23, esto se puede afirmar, debido a que
presentaron mas de dos bandas. En estudios, realizados por Rubio ef af., (2000) y
d’Urso (2000) observaron que los patrones SSCP con mas de dos bandas de DNA
indicaron la presencia de mas de una secuencia variante en la poblacidn; y que la
intensidad de las bandas de DNA reflgja el titulo de la correspondiente variante en la

poblacién. Ei aislamiento del CTV de Veracruz [suave], presentd bandas similares

56



a las del aislamiento Tamaulipas [severo]; la cual se confirma con los hallazgos
encontrados por Herrera, ef al,, (2003) quienes encontraron por PCR, la mezcla de
esta variante suave con variante severa tipo T36.

El aislamiento Michoacan. Con ambos genes (p23 y p13), presentd dos bandas
que correspondieron con los aislamientos del electroferogrupo 1 [suave] y dos mas
que corresponden a las presentadas el aislamiento Nuevo Ledn. Sin embargo,
cuando Herrera, et al.,, (2003) realizaron la secuenciacion del gen p23, ubicaron a
este aislamiento como variante suave y por PCR detectaron mezclas de variantes
tipo severo T36 y variantes suaves tipo T30. Por sintomatologia este aislamiento
presentd aclaramiento de nervaduras y picado del tallo suave. Por lo tanto, este

aislamiento se podria clasificar como tipo severo-moderado.

Para el caso del gen p20, se puede observar mezclas de patrones en los
aislamientos Mexicali y Michoacan los cuales presentan patrones SSCP unicos con
mas de dos bandas, pero diferentes a los otros elecroferogrupos lo que sugiere que
el RNA gendémico de la poblacién de esos aislamientos contiene secuencias
variantes a concentraciones detectables. Cabe sefialar que con el anélisis‘ de este
gen se pudieron detectar mezclas para el aislamiento Mexicali, tal como reporta
Herrera, et al., (2003), que al realizar secuenciaciéon de los genes CP, p13, P23 y
ORF1a ademas de PCR, encuentran este mismo resultado. El Aislamiento
Michoacan, nuevamente presenté mas de dos bandas que no se pueden relacionar
con ningln otro aislamiento, como en los casos anteriores (gen p13 y p23). La
coexistencia de dos variantes en un mismo hospedero no es muy comun, por lo que
en los patrones SSCP de los 3 genes unicamente con el gen p23, se detectaron 5
mezclas (45.5%) y con los genes P13 y P20 solamente 2 mezclas (18.2%); ademas
la frecuencia de deteccidn de mezclas no es muy alta teniendo en cuenta que

Gnicamente un 10% de la variante mezclada puede ser detectada por esta técnica.

En contraste con lo que reportaron Herrera ef al., (2003), al secuenciar |la parte-
central del gen p13, en los aislamientos de Mexicali y Tamaulipas (severos por
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sintomatologia) indicaron que tienen la misma secuencia; sin embargo, en este
estudio se detectd una migracion electroforetica diferente (con los tres genes
evaluados), lo que indica que no son iguales.

Estudios realizados por Rubio, ef al/, (2001) sugieren que es probable que las
mezclas del CTV se presenten con frecuencia en la naturaleza; no obstante las
mezclas de aislamientos pueden ser detectadas y estas secuencias podrian estar en
altas proporciones. La coexistencia de dos quasispecies (poblacion de las variantes
relacionadas genéticamente) en el mismo hospederoc no es comun, ya que las
diferencias en aptitud causarian probablemente el desplazamiento de una de las
quasispecie. Estas infecciones mezcladas, grupos tales como Raccah, ef a/., (1980)
y Rubio, ef al. (2001), las tratan de explicar indicando que son posibles debido a que
los hospederos del CTV son perennes (viven por largos periodos de tiempo
aproximadamente 100 afios), permitiendo la posibilidad de inoculaciones repetidas
de afidos viruliferos y alta diversidad genética. Sin embargo, en México, esto no
puede ser, debido a que la dispersion de virus ha sido mas por el movimiento de

plantulas injertadas con yemas infectadas que por otras vias.

La utilidad de diferenciar variantes de manera rapida podria ser usada para estudios
epidemioldgicos, como lo sugieren Lee, ef al, (1996) y Rubio, et af., (2001); 6
evaluacion de variantes suaves para proteccion cruzada (Niblet, et a/., 1993; Moreno,
et a/,1996) y establecer bases cuarentenarias para prevenir el movimiento de
variante severas a nuevas areas. La Norma Oficial Mexicana NOM-031-FITO-2000.
Por la que se establece la campafia contra el virus tristeza de los citricos, contempla
la deteccion del CTV por laboratorios oficiales aprobados por la Direccién General de
Sanidad Vegetal, mediante la prueba serolégica ELISA, y en casos de dudas
mediante PCR para detectar al virus de manera general, debido a que cuando el
diagnéstico fitosanitario es negativo, el laboratorio de pruebas expide el dictamen
respectivo al interesado, marcando copia a la Direccidon General de Sanidad Vegeta.
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Sin embargo cuando el resultado es positivo, este debera remitirse a la Direccion
General de Sanidad Vegetal, para que ésta determine las medidas fitosanitarias

aplicables (erradicacion de cualquier brote).

Con este estudio, se pueden sugerir que a las muestras positivas, se les realice un
analisis de SSCP para determinar la variante que se encuentra en las muestras, de
tal manera que las variantes severas o moderadas sean erradicadas y las variantes
suaves se mantengan (posible proteccidn cruzada), ya que hasta la fecha del primer
reporte del CTV (1983, en que se detectd por primera vez la presencia del CTV en &l
Estado de Tamaulipas y en 1986 en Veracruz), ambos brotes fueron eliminados
oportunamente. En México, no se ha presentado la muerte de arboles de citricos por
infecciones del virus, como lo reportan otros paises, lo cual se podria explicar, por la

composicion de la poblacion viral, ya que los sintomas dependen de ella.

Ademads, algunos experimentos indican que la transmision por afidos puede actuar
como un filtro, clasificando algunas variantes gendmicas de RNA, dando lugar a una
poblacidn diferente que pude o no expresar un sintoma. En un estudio realizado por
Roistacher & Moreno (1991) se demostré que subvariantes obtenidas de variantes de
CTV asintomaticas, pasadas por varias plantas hospederas, fueron altamente
patogénicas; indicaron también que la frecuencia de los cambios observados en la
poblacion fueron por la posibilidad de que los &fidos clasifican y transmitir algunas
variantes de mayor importancia patogénica, pudiendo explicar la aparicidn de
aislados virulentos en las areas donde no habian sido observadas antes. Porlo que
con la llegada y capacidad de dispersién del pulgén café de los citricos Toxopfera

a los estados de

citricida (Kirkaldy), -presente en Belice desde 1996, |
Yucatan al sur de Mérida, y Quintana Roo, en abril del 2000, y a otros estados del
sureste de México, se emitid un decreto en el diario oficial de la federacion el 27 de
julio, mediante el cual se instrumenta el "dispositivo nacional de emergencia en los
términos del articulo 46 de la Ley Federal de Sanidad Vegetal, con el objeto de
confirmar, erradicar y prevenir [a dispersion del pulgdn café y del CTV, en las zonas

del territorio nacional donde se detectd la presencia de esta plaga, con el fin de que
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severas del virus (Lee ef al., 1992, 1993; Roistacher et al., 1991,

La utilidad de esta técnica es para determinar que tipo de variante del virus esta
presente en una determinada zona y asi prevenir nuevas inoculaciones, por el
pulgdn ya que el avance del insecto es inminente. Por otro lado, y de acuerdo al
programa de reconversion citricola (Norma Oficial Mexicana NOM-079) que
establece requisitos fitosanitarios para produccidn y movilizacion del material
propagativo libre del VTC y ofros patogenos asociados a los citricos, se podrian
establecer medidas para tener plantas, en algunos de los casos, preinmunizadas con
variantes suaves del virus para evaluar la estabilidad de los complejos suaves y

apoyar en el manejo de este complejo de variantes del virus.

60



V. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigacion, se concluye {o

siguiente:

1.

La sintomatologia producida por el CTV en diferentes injertos utilizando como
patrén a Lima Mexicana (Cifrus aurantifolia) fueron: aclaramiento de nervaduras
en los aislamientos de Veracruz, Q. Roo, Yucatan y Colima; aclaracion de
nervaduras y acanaladura de rama en los aislamientos de Michoacan y Nuevo
Leon; y acanaladura de rama (marcada) y picado de tallo en los aistamientos

provenientes de Mexicali y Tamaulipas.

La técnica de SSCP demostrd ser una alternativa Util para conocer la variacién
existente dentro de los aislamientos mexicanos del CTV en los genes p13, p20 y
p23; permitiendo discriminar de cuatro a cinco elecroferogrupos que fueron:
Electroferogrupo 1, distintivo de ias variantes suaves (aislamientos Jalisco,
Chetumal, Nayarit, Veracruz, Colima y Yucatéan); Electroferogrupo 2 y 3,
distintivos de las variantes severas (Baja California Norte y Tamaulipas
respectivamente); Electroferogrupo 4, variantes moderadas (Michoacan y Nuevo
Ledn) y Electroferogrupo 5, patrén caracteristico de la variante moderada (Nuevo
Ledn) seste dltimo con base en el analisis del gen p20.

Los patrones SSCP generados a partir del analisis del gen p23 permitieron
detectar mezclas en los aislamientos de Jalisco, Q. Roo, Veracruz, Mexicali,

Tamaulipas y Michoacan.

De acuerdo a las variables evaluadas en las plantas indicadoras, andlisis SSCP y
comparacion con las secuencias generadas por Herrera ef al., (2003), los
aislamientos Q. Roo, Veracruz, Colima y Yucatan se ubicaron como aislamientos
suaves, mientras que los aislamientos Tamaulipas y Mexicali se ubicaron como

variantes severas.
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