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RELACION DE LA CARGA DE INOCULO Y LA EFICIENCIA DE TRANSMISION
DEL VIRUS DE LA LEPROSIS (CILV-C) EN DIFERENTES ESPECIES DE
CITRICOS POR ADULTOS DE Brevipalpus yothersi
Renata Rodriguez Ramirez, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019
RESUMEN
La leprosis de los citricos es considerada una de las principales enfermedades
virales que afecta la produccion de citricos, el agente causal (CiLV-C) es transmitido
por acaros del género Brevipalpus. En este estudio se determiné la eficacia que
tiene el acaro B. yothersi para adquirir y transmitir el virus, en funcién de la carga
viral dada por el tiempo de adquisiciéon (alimentacion) de 1, 12, 24, 36 y 48 h, y la
capacidad para invadir y establecerse en diferentes especies de citricos (naranja,
mandarina, toronja y limon). Los resultados indican que los adultos de B. yothersi
adquirieron CiLV-C en todos los tiempos evaluados, aunque la carga viral, no estuvo
definida por el tiempo de adquisicién. Se selecciond el periodo de adquisicion de 24
h para el experimento de transmision. Las hembras adultas de B. yothersi se
establecieron (formacién de colonias con presencia de huevos, larvas, ninfas y
adultos) y transmitieron CiLV-C a todas las especies de citricos evaluadas, pero

hubo mayor preferencia en naranja-mandarina que en toronja-limon persa.

Palabras clave: Brevipalpus yothersi, carga de ino6culo, CiLV-C, citricos,

transmision.



RELATIONSHIP BETWEEN VIRUS CONCENTRATION AND TRANSMISSION
OF THE CiLV-C ON DIFFERENT CITRUS SPECIES BY Brevipalpus yothersi
Renata Rodriguez Ramirez, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019
ABSTRACT
The citrus leprosis is one of the main viral diseases affecting the citrus production.
One of the main causative agents is the Citrus leprosis virus C (CiLV-C), transmitted
by mites within the genus Brevipalpus. We determined the efficiency of B. yothersi
to acquire and transmit CiLV-C to different species of citrus (orange, mandarin,
grapefruit and lime). Mites were allowed to feed on infected orange tissue during 1,
12, 24, 36 and 48 h. In addition, the establishment of the mite in these citrus species

based on their population increase was assessed.

No relationship between acquisition time and virus concentration in B. yothersi were
found. We selected an acquisition time of 24 h for the transmission experiment. The
females of B. yothersi transmitted the virus to all citrus species evaluated but at
different rates. The proportion of infected leaves was greater in orange and mandarin
compared to grapefruit and lime. Population of B. yothersi successfully established
(developed colonies with eggs, larvae, nymph and adults) in orange and mandarin

but not in grapefruit and lime trees.

Key words: Brevipalpus yothersi, virus concentration, CiLV-C, citrus, transmission.
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1. INTRODUCCION

La leprosis de los citricos es considerada una de las principales enfermedades
virales que afectan la produccién de citricos, sobre todo a paises de Sudamérica,
de donde se considera endémica (Bastianel et al., 2006; Bastianel et al., 2010;

NAPPO, 2015).

Esta enfermedad se asocia con dos grupos de virus que producen particulas virales
baciliformes, principalmente en el citoplasma o en el nlcleo de células de las plantas
infectadas: Citrus leprosis virus C (CiLV-C) y Citrus leprosis virus N (CiLV-N),
respectivamente (Roy et al.,, 2015; SENASICA, 2016). La leprosis tipo
citoplasmatica (CiLV-C) es la mas frecuente y distribuida, siendo miembro del
género Cilevirus (Bastianel et al., 2010; Roy et al., 2013; Roy et al., 2015; Choudhary
et al., 2015; Arena et al., 2016a; SENASICA, 2016). Esta se caracteriza por causar
lesiones en hojas, ramas y frutos, ocasionando la caida de la fruta o la pérdida del
valor estético de la misma para consumo en fresco (Bastianel et al., 2006; Bastianel
et al., 2010; NAPPO, 2015; Tassi et al., 2017; Chabi-Jesus et al., 2018). Bajo altas
condiciones de in6culo, puede causar la muerte de plantas jévenes susceptibles

(Bastianel et al., 2010).

Los virus causales de la leprosis son transmitidos por &caros del género Brevipalpus
(Fam. Tenuipalpide) (Colariccio et al., 1995; Bastianel et al., 2010; Arena et al.,

2016a; Garita et al., 2014; Sdnchez- Velazquez et al., 2015; Choudhary et al., 2015).



Se han relacionado varias especies, destacando B. obovatus, B. californicus y B.

phoenicis sensu lato (Bastianel et al., 2006; Rodrigues y Childers 2013).

Entre los virus transmitidos por los acaros Brevipalpus, el tipo citoplasmatico (CiLV-
C) ha recibido méas atenciéon debido a su mayor prevalencia e importancia
(Rodrigues et al., 2003; Rodrigues y Childers 2013; Tassi et al., 2017). El CiLV-C es
transmitido por las larvas, ninfas y adultos, de manera persistente, circulativa, no

propagativa (Tassi et al., 2017).

En el 2015, se realiz6é una revision del estatus de la especie de B. phoenicis, de lo
cual se derivan ocho nuevas especies, entre las que destacan B. hondurani Evans,
B. papayensis Baker, B. phoenicis sensu stricto (Geijskes) y B. yothersi (Beard et
al., 2015). Dentro del grupo de especies que transmiten el virus, B. yothersi
[anteriormente B. phoenicis sensu lato (Geijskes)] se considera como el principal
vector (Arena et al., 2016a; Tassi et al., 2017); y es la especie mas comun en huertos

de citricos en Brasil y México (Sanchez- Velazquez et al., 2015; Tassi et al., 2017).

Las especies de Citrus son hospedantes naturales, las cuales varian en su
susceptibilidad para CiLV-C, desde la naranja dulce altamente susceptible (Citrus
sinensis (L.) Osbeck) a la mandarina (C. reticulata Blanco) y pomelo (C. paradisi
McFarl.) moderadamente susceptible y al limon que practicamente se considera

inmune (C. limon L.) (Bastianel et al., 2010; Garita et al., 2013; Garita et al., 2014).



En naranja dulce, como en hospedantes alternos y plantas indicadoras se han
llevado a cabo varios trabajos de transmision de CiLV-C mediante la inoculacién
mecanica y a traves del acaro vector, principalmente en Brasil, con la finalidad de
comprender mejor la relacion virus-vector-hospedante (Tassi et al., 2017). Por otra
parte, Ledn (2013) determind tiempos de adquisicion y transmisién de CiLV por B.
phoenicis, encontrando que los &acaros requieren un minimo de 30 min de
alimentacion sobre hojas de naranja Valencia con lesiones de leprosis y un periodo
minimo de 10 min para transmitirlo a la misma especie citrica. En otro estudio
realizado por Garcia-Escamilla et al. (2017), se reporta que Brevipalpus yothersi
adquirié CiLV-C y lo transmitié soélo a cultivares citricos dulces (nharanja, mandarina

y toronja), mientras que B. californicus no fue capaz de adquirirlo ni transmitirlo.

En México se reporté oficialmente la presencia de la leprosis en 2004 en huertos
comerciales y de traspatio de naranja dulce en Chiapas. Para el 2016, la
enfermedad se extendi6 hacia estados del sureste y centro (SENASICA, 2016); por
lo que, actualmente, se encuentra presente practicamente en la mayoria de los
estados citricolas del pais (SENASICA, 2017; Gonzalez-Garcia et al., en prensa).
La leprosis ha afectado seriamente a las naranjas dulces, principalmente,
provocando manchado en hojas y fruta, caida temprana de fruta o de las hojas y
muerte de ramas, que han puesto en riesgo las 573 mil ha de citricos que se tienen
establecidas en el pais, las cuales producen alrededor de 7,843 millones de ton

anuales, con un valor de la produccion de 17,311 millones de pesos (SIAP, 2017).



Reportes recientes indican que B. yothersi se encuentra en todas las regiones
productoras de citricos de México (Sanchez-Velazquez et al., 2015; Salinas-Vargas
et al., 2016), por lo que es factible que la leprosis se disemine en todas las areas
citricolas, lo que pone en riesgo la produccion nacional. En este escenario es
importante determinar la eficacia que tiene este 4caro vector para transmitir el virus
de la leprosis a diferentes especies de citricos (dulces y &cidos), determinada por
ciertos parametros como el tiempo de adquisicion y concentracion del CiLV-C en B.
yothersi y en la planta (carga de inoculo), informacion que provee las bases para
ampliar el conocimiento de las interacciones planta-virus-vector, lo cual es
fundamental para el establecimiento de programas de prevencion y manejo de la

enfermedad.



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.10bjetivo general
Determinar la eficacia de hembras adultas de B. yothersi para transmitir CiLV-C a

diferentes especies de citricos.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar la carga viral de CiLV-C que pueden adquirir hembras adultas de B.
yothersi durante diferentes tiempos de adquisicion.

- Determinar la capacidad de hembras adultas de B. yothersi para transmitir CiLV-

C y establecerse en diferentes especies de citricos.

2.3Hipotesis

La capacidad de trasmisién de CiLV-C por hembras de B. yothersi esta relacionada
con la concentracion del virus que el acaro adquiere al momento de alimentarse de

una planta infectada, independientemente de la especie de citrico hospedante.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Leprosis de los citricos

La leprosis de los citricos es considerada una de las principales enfermedades
virales que afectan a la produccion de citricos, principalmente en Brasil (Bastianel
et al., 2006; Bastianel et al., 2010; NAPPO, 2015), debido a los altos costos para el
control quimico de su vector, acaros del género Brevipalpus; ademas, esta
enfermedad es considerada endémica en varios paises de Sudamérica (Bastianel
et al., 2010; NAPPO, 2015; Chabi-Jesus et al., 2018). Su importancia mundial
aumento significativamente en los ultimos afos, con la dispersion del virus a otros
paises de Centroamérica y Sudamérica (Bastianel et al., 2006; Roy et al., 2013;
Ledn et al.,, 2014), por lo que esta enfermedad es considerada de caracter
cuarentenario, es decir con restricciones, con lo cual se busca proteger la industria
citricola de paises citricultores que aun no estan afectados (Leo6n et al., 2014; Ledn

et al., 2017).

La leprosis fue descrita por primera vez en Florida (E.U.A.) en 1901 (Bastianel et
al., 2006; Bastianel et al., 2010; NAPPO, 2015), en donde fue nombrada “corteza
escamosa” debido a los sintomas caracteristicos de lesiones en el tallo y la
descamacion de la corteza. Sin embargo, hasta ahora, la enfermedad ya no se ha
reportado en los Estados Unidos (Bastianel et al., 2006; Bastianel et al., 2010). En
1926, la enfermedad fue llamada “leprosis” por Fawcett y Lee (Bastianel et al.,

2010). En América del Sur, fue identificada en Paraguay, y se le nombré "lepra



explosiva". En un corto periodo, esta enfermedad también se observé en Argentina

y Uruguay; y en 1931 en Brasil (Bastianel et al., 2006; Bastianel et al., 2010).

La enfermedad se asocio6 con la presencia de acaros de la Familia Tenuipalpidae y
se sugirid que los sintomas observados eran en respuesta a la inyeccién de toxinas
presentes en las glandulas salivales del acaro o de un posible virus transmitido por
los mismos (Bastianel et al., 2006; Bastianel et al., 2010). Después de la
observacion de viriones en tejido sintomético a través de microscopia de transmision
de electrones (TEM) y la expansién de la lesion sobre corteza a tejido vegetal sano
en tallo mediante injerto en un citrico; asi como la transmision a hospedantes
alternos a través de la inoculacion mecanica, la etiologia viral fue confirmada

(Kitajima et al., 1972; Bastianel et al., 2006).

3.1.1 Agente causal

La leprosis de los citricos es causada por miembros de un grupo heterogéneo de
virus con ssARN baciliformes asignados a los géneros Cilevirus, Higrevirus y
Dichorhavirus. En las células vegetales infectadas, los virus de los dos primeros
géneros se replican en el citoplasma, mientras que los Dichorhavirus se replican y
acumulan en el nucleo, lo cual es un rasgo que identifica a los dos tipos, la leprosis

citoplasmica y la nuclear (Chabi-Jesus et al., 2018).

La leprosis tipo citoplasmatica esta ampliamente distribuida en las principales areas
comerciales de citricos en América Latina. A la fecha se conocen dos virus

citoplasmaticos causantes de la leprosis por el género Cilevirus: Citrus leprosis virus

7



C (CiLV-C), que es el mas prevalente en huertas de naranja dulce, y el Citrus
leprosis virus C2 (CiLV-C2) que se encontré en Colombia (Bastianel et al., 2010;
Roy et al., 2013; Choudhary et al., 2015; Arena et al., 2016a). Otro virus, del género
Higrevirus, que se considera como potencial agente causal de la leprosis es
Hibiscus green spot virus 2 (HGSV 2), el cual infecta principalmente a plantas de
hibiscus. EIHGSV 2, esté asociado con sintomas parecidos a la leprosis observados
en limones C. volkameriana Tan. y Pasq. y en plantas de naranja dulce Navel en

Hawaii (Chabi-Jesus et al., 2018).

La leprosis tipo nuclear es menos frecuente, pero se reporta afectando varias
especies citricas comerciales, como naranja dulce, limén [(Citrus x limon) (L.) Burm.
F.], naranja agria (C. aurantium), pomelo o toronja [(C. x paradise) Macfadyen], lima
[(C. aurantifolia) (Christm.) Swingle], mandarina [(C. reticulata) Blanco] y limon persa
[(C. x latifolia) Tanaka] (Cruz-Jaramillo et al., 2014; Roy et al., 2015; Chabi-Jesus et
al., 2018). Actualmente, dos Dichorhavirus causan la leprosis tipo nuclear, cepas de
Orchid fleck virus (OFV-citrus) han sido reportadas en huertas de México y
Colombia. Asimismo, se han detectado focos aislados de CiLV-N en é&reas con

citricos no comerciales en Brasil (Chabi-Jesus et al., 2018).

Los viriones de CiLV-C son particulas baciliformes cortas con 50-55 x 120-130 nm,
que contienen un genoma de 13,731 nucleotidos, con dos moléculas de ARN
monocatenario de sentido positivo (+), las cuales contienen estructuras de cap 5'y
colas poli (A) 3'. EI ARN1 (8745 nt) contiene dos marcos de lectura abiertos (ORFs),

que corresponden a una proteina de 286-kDa con cuatro dominios putativamente
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implicados en la replicacion, y una proteina de 29-kDa de la cubierta de la misma.
El ARN2 (4,986 nt) contiene cuatro ORFs que corresponden a 15-, 61-, 32- y 24-
kDa, codificando la proteina de movimiento putativo (MP) (Bastianel et al., 2010;

Choudhary et al., 2015; Arena et al., 2016a).

El Citrus leprosis virus tipo nuclear (CiLV-N) produce particulas baciliformes (40-50
x 100-110 nm) que pueden encontrarse en el nucleo o citoplasma y con frecuencia
son asociadas a las membranas. Una caracteristica del nucleo de las células
infectadas es la presencia de un viroplasma. El genoma de CiLV-N esta compuesto
de ARN 1 (=6.4 kb) y ARN2 (=6.0 kb), cercanamente parecido al Orchid fleck virus
(OFV), con un 92-95% similitud de secuencia a nivel nucleétido y 96-98% a nivel
aminoacido. Esto sugiere que al aislado mexicano del virus tipo nuclear puede
considerarse una cepa de OFV infectando citricos, en lugar de un virus diferente
(Dietzgen et al., 2014), como fue demostrado por Roy et al. (2013) al analizar
muestras de citricos con leprosis del estado de Querétaro, México, en donde la
secuencia del genoma obtenido correspondié a CiLV-N con un ARN1 (6,268 nt) y
ARNZ2 (5,847 nt) y ambos ARN con 3’-cola terminal poli (A). Asimismo, el tamafio y
estructura del genoma de CiLV-N asemeja la organizacion del genoma del virus
OFV (Roy et al., 2013; NAPPO, 2015), excepto por tener pequenas 3’- regiones no
traducidas (UTR) en ARN1 (53 nt) y ARN2 (35 nt) excluyendo la cola poli (A). El
ARNL1 contiene cinco marcos de lectura (ORF), donde el ORF1 codifica la proteina
nucleocapside (N), mientras que el ORF5 contiene glicoproteina (G). Los ORF2,
ORF3, y ORF4 codifican la fosfoproteina (P), la proteina de movimiento de célula a

célula y la proteina de matriz (M), respectivamente. El ARN2 contiene un solo ORF
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gue codifica la replicacion del ARN polimerasa (RdRp) dependiente de ARN (Roy et
al., 2013). Cabe resaltar, que el CiLV-N se identific6 como la probable causa de la
forma templada de la enfermedad de la leprosis de los citricos en Florida, USA (Roy

et al., 2013; Dietzgen et al., 2014).

En Colombia se encontré un nuevo tipo de virus de la leprosis, el cual se clasifico
dentro del género Cilevirus, denominado virus de la leprosis de los citricos tipo C2
(CiLV-C2). El genoma completo de CiLV-C2 contiene en sus ARN 1y 2 un total de
8,717 y 4,989 nucledtidos, respectivamente. EI ORF1 codifica el mddulo de
replicacion y contiene en su ARN1, maximo de 60% de nucle6tidos y aminoéacidos
idénticos a los que posee el ORF1 de CiLV-C; la proteina putativa (CPG) p29, del
CiLV-C2, tiene en su secuencia Unicamente 48% de nuclebtidos y 33% de
aminoacidos idénticos a los de la secuencia de la p29 del CiLV-C. Ademas, el ARN2,
que codifica la proteina de movimiento (MP), contiene un ORF adicional y una

proteina hipotética (p7) mas que el ARN2 del CiLV-C (Leon et al., 2014).

El Orchid fleck virus (OFV) es un patdgeno viral importante de las orquideas, ya que
causa manchas cloréticas o necréticas en las orquideas de varias especies y tiene
una distribucién global. Las particulas de OFV se asemejan superficialmente a los
Rhabdovirus de plantas, pero son significativamente mas pequeias (40 x 100-150
nm) y no tienen una envoltura lipidica claramente distinguible (Dietzgen et al., 2014).
En secciones del tejido vegetal infectado, algunos viriones estan dispuestos
radialmente, rodeados por una membrana. Esta configuracion llamada "ruedas de

radios" es una caracteristica tipica de OFV. Los efectos citopaticos causados por
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OFV se asemejan a los de los nucleorhabdovirus al desarrollar una inclusién

(viroplasma) en los nucleos de las células infectadas (Dietzgen et al., 2014).

El genoma (-) ssRNA de los aislamientos de OFV So y NHHS1 consta de dos
moléculas, RNA 1 (6,413 nt) y RNA 2 (6,001 nt), con una capacidad de codificacion
total de =12,4 kb. Las secuencias genomicas de ambos aislamientos secuenciados
son 98.5% idénticas. El ARN 1 codifica, en sentido complementario, con cinco
proteinas siguientes: la proteina nucleocépside (ORF1/N), la fosfoproteina putativa
(ORF2/P), la proteina de movimiento putativo (ORF3/3), la proteina de matriz
putativa (ORF4/M) y la glicoproteina putativa. (ORF5/G). EI ARN 2 codifica una ARN
polimerasa dependiente de ARN (ORF6/L). Por lo anterior, a pesar de tener un
genoma dividido, el orden genético de OFV se asemeja al de los rhabdovirus de
plantas, todos los cuales tienen un genoma monopartito de 11-13 kb y el orden

genético general de 3'-NP-3M-GL-5' (Dietzgen et al., 2014).

Con base en las similitudes de secuencia de la proteina nucleocapside, los genes
de la glicoproteina putativa (G) y la ARN polimerasa (L) dependientes de ARN, con
los de los nucleorhabdovirus (Género Nucleorhabdovirus), se ha sugerido que OFV
es un miembro de una nueva especie para ser incluido en un nuevo género
rhabdoviral (Dichorhavirus) o como miembro de un género de flotacién libre no

identificado fuera del orden Mononegavirales (Dietzgen et al., 2014).

El Citrus chlorotic spot virus (CiCSV) provoca manchas cloréticas locales que se

asemejan a lesiones tempranas de la leprosis de los citricos, las cuales se han
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observado en hojas de naranja dulce en Brasil. Estas manchas son mas grandes y
menos brillantes que las tipicas de leprosis y muestran una necrosis casi nula
(Chabi-Jesus et al., 2018). En tejidos sintomaticos, mediante microscopia
electronica de transmision (TEM) se observo la presencia de viroplasmas en los
ndcleos de las células parenquimatosas infectadas y las particulas en forma de
barra con un tamafio promedio de 40 x 100 nm, que se semejan, a las de un
Dichorhavirus. Este cuenta con genoma bipartito putativo con ARN1 de 6,518 nt y
ARNZ2 de 5,987 nt; cinco ORFs detectados en la orientacién 3’ a 5’ de la molécula
de RNAL, nombrados como genes N, P, MP, M y G, mientras que, un sexto
detectado en el RNA2 sobre el genoma entero, fue identificado como el RNA
dependiente-RNA polimerada putativo (Chabi-Jesus et al., 2018). También se
encontré CiCSV en hojas de la planta ornamental hibisco de playa [Talipariti
tiiaceum (L.) Fryxell]. El andlisis de su genoma en estructura y filogénicamente,
indica una relacion cerrada con CoRSV y otros miembros del género Dichorhavirus.
Los sintomas de CiCSV se parecen mas a infecciones de CoRSV en hojas de café

y frutillas que a los tipicos de la leprosis de los citricos (Chabi-Jesus et al., 2018).

3.1.2 Sintomas y dafios
Los virus transmitidos por los acaros del género Brevipalpus inducen la aparicion de
lesiones clordticas o necroticas locales (zona de alimentacion) en sus plantas

hospedantes (Bastianel et al., 2006).

La infeccion por CiLV-C produce lesiones cloréticas o necroticas alrededor de los

sitios de alimentacion del acaro, debido a que el virus no se disemina
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sistémicamente en ninguno de sus hospedantes conocidos, por lo que se limita a
lesiones locales donde las particulas virales se acumulan (Bastianel et al., 2010;
Choudhary et al., 2015; Arena et al., 2016a y b; Chabi-Jesus et al., 2018). Se
caracteriza por los sintomas localizados sobre las hojas, frutas, ramas y tallos;
también provoca caida significativa de fruta prematura y hojas; lo que resulta en una
reduccion de la produccion y vida util de las plantas de citricos (Bastianel et al.,
2006; Bastianel et al., 2010; NAPPO, 2015; Tassi et al., 2017; Chabi-Jesus et al.,
2018). El virus puede causar la muerte de plantas jovenes susceptibles infectadas
con una alta concentracion de virus (Bastianel et al., 2010; Choudhary et al., 2015).
Los sintomas pueden variar de acuerdo con la especie hospedante y la etapa de
desarrollo de la planta, ya que estos sintomas muestran un patrén comun, pero
extremadamente variable entre las especies y variedades de citricos (Bastianel et

al., 2006; Bastianel et al., 2010).

En las hojas, las lesiones son a menudo superficiales, pero visibles en ambos lados.
Las lesiones tipicas son cloréticas o necréticas, variando en color de amarillo claro
a marrén oscuro, y son con frecuencia circulares con un didmetro de 5 a 12 mm,
localizados sélo en los sitios de alimentacion del acaro vector. A veces, es posible
observar un punto central mas oscuro en lesiones viejas; asi como manchas

anulares (Bastianel et al., 2006; Bastianel et al., 2010).

En tallos jovenes, los sintomas suelen aparecer como lesiones pequefas,

cloréticas, poco profundas que se vuelven marrones oscuras o rojizas. Las lesiones
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mas viejas pueden coalescer y en tallos viejos ser muy grandes (Bastianel et al.,

2006).

Es comun observar hasta 30 lesiones por fruto, cubriendo una parte significativa de
la ciscara. Estas lesiones frecuentemente son oscuras y deprimidas, aunque solo
afectan la parte externa del fruto. Estos sintomas, se asocian con frecuencia con
una caida intensa de fruta que provoca pérdidas comerciales significativas
(Bastianel et al., 2006; NAPPO, 2015). En algunos casos, las lesiones pueden ser
de color amarillo claro a verde claro, con apariencia plana. Las frutas sintomaticas
tienden a cambiar de color tempranamente, se marchitan y llegan a ser mas

susceptibles a putrefacciones (Bastianel et al., 2006).

Una comparacién de los sintomas causados por CiLV-C y CiLV-N demuestra que
las lesiones causadas por el tipo nuclear son generalmente mas pequefias cuando
maduran, que las causadas por el tipo citoplasmatico, con un pequefio centro
necroético y un halo clorético, sin formar un patron anular como es comunmente
observado en el tipo citoplasmatico (Bastianel et al., 2006; Bastianel et al., 2010).
Las manchas en los anillos, generalmente asociadas con la leprosis causada por

CiLV-C, no se observan en plantas infectadas con CiLV-N (Bastianel et al., 2010).

En Brasil, cuando el inGculo esta presente en una zona y no se aplican acaricidas,
la enfermedad normalmente se propaga normalmente dentro del huerto y alcanza
niveles perceptibles en campo de 2 a 3 afos. Esto debido a que la incidencia y

severidad de la enfermedad no son tan altas como las de otras enfermedades en
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los citricos; sin embargo, la leprosis es considerada una enfermedad poligénica, ya
que la cantidad de tejido infectado, asi como la del in6culo inicial, aumentan

anualmente (Bastianel et al., 2010).

3.1.3 Distribucion geografica

En 1999, la leprosis se reportd en Venezuela, en el 2000 llegbé a Panama y Costa
Rica. Actualmente, se ha confirmado la enfermedad en Guatemala, Bolivia,
Colombia y Honduras; asi como en la mayoria de los paises que integran al OIRSA
(Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria), como son México,
Belice, Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panama, con
excepcion de la Republica Dominicana (Bastianel et al., 2006; Bastianel et al., 2010;

Leon et al., 2014; NAPPO, 2015).

La distribucién de la leprosis citoplasmatica es mayor que la del tipo nuclear
(Bastianel et al., 2006; Le6n et al., 2014). En Brasil, en las plantaciones de citricos,
el tipo citoplasmatico es mas frecuente que el tipo nuclear (Ledn et al., 2014), ya
gue el tipo nuclear se ha encontrado en lugares con clima mas frio (Bastianel et al.,

2006).

En México la leprosis se detecto en el afio 2004 en huertos comerciales y de
traspatio de naranja dulce en Chiapas. Para el 2016, la enfermedad se report6é en
los estados citricolas de Chiapas, Hidalgo, Jalisco, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo,

Querétaro, San Luis Potosi, Tabasco y Veracruz (Ramirez, 2016). Actualmente, la
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leprosis ocurre en las principales regiones productoras de citricos del pais

(SENASICA, 2017; Gonzalez-Garcia et al., en prensa).

3.1.4 Métodos de diagndstico de la leprosis

El diagnéstico de la leprosis puede realizarse por microscopia electronica de
transmision (TEM) (Rodrigues et al., 2003; NAPPO, 2015), pruebas moleculares
altamente especificas basadas en la RT-PCR (Locali et al., 2003; NAPPO, 2015) o
ensayos (inmunodiagndsticos) seroldgicos. Sin embargo, la RT-PCR vy la serologia
son mas Uutiles para el monitoreo a gran escala del CiLV-C (NAPPO, 2015).
Igualmente, las herramientas moleculares mas usadas para la deteccion de CiLV-C

(Bastianel et al., 2010) son el PCR de punto final y en tiempo real.

3.1.4.1 Microscopia electronica

La microscopia electrénica de tejidos de lesiones con leprosis, a menudo revela un
efecto citopatico del tipo citoplasmico (particulas cortas, baciliformes en el reticulo
endoplasmico y viroplasmas densos en el citoplasma) o el tipo nuclear (similar a
una barra) con particulas desnudas en el nucleo o citoplasma y viroplasma en el

nacleo (Rodrigues et al., 2003; NAPPO, 2015).

Las particulas virales se producen principalmente en las células del parénquima del
area afectada por una lesion, las cuales son cortas, baciliformes, 120-130 nm de
largo y 50-55 nm de ancho, provistas por una membrana dentro del lumen del
reticulo endoplasmico (Rodrigues et al., 2003). Asimismo, en el citoplasma se

encuentran particulas densas y vacuoladas, parecidas a viroplasmas, por lo regular,
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con forma eliptica, de 3 a 5 um de diametro (Rodrigues et al., 2003). El viroplasma
y las particulas se encuentran en la misma célula, pero es frecuente encontrarse
células con solo particulas o viroplasmas (Rodrigues et al., 2003). Este tipo de
alteracion celular asociada con la infeccion por CiLV, se conoce como el “tipo
citoplasmico” y también se ha observado en otros casos de virus transmitidos por

Brevipalpus (Rodrigues et al., 2003).

3.1.4.2 Anticuerpos

Las pruebas seroldgicas se basan en el uso de antigenos o anticuerpos marcados
con una enzima, de tal manera que los conjugados resultantes tengan actividad
tanto inmunoldgica como enzimatica (Orozco-Santos et al., 2014). La mas empleada
es ELISA (término en inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Ramos-

Gonzalez et al., 2011; Orozco-Santos et al., 2014).

Para los tipos de ELISA en placa de uso mas comun estan el sandwich de doble
anticuerpo (DAS - double antibody sandwich), el sandwich de triple anticuerpo (TAS
- Triple antibody sandwich) y de placa sensibilizada con antigeno (ACP - antigen

coated plate) (Gonzalez-Garza, 2017).

Para el caso de la leprosis de los citricos, se desarroll6 un anticuerpo para detectar
a CiLV-C en tejidos sintomaticos infectados, utlizando el ensayo de
inmunoabsorcion con enzima ligada en forma de sandwich y que utiliza un
anticuerpo doble (DAS-ELISA), formatos de ELISA indirecta e inmunoensayo

puntual (DBIA) (NAPPO, 2015).
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3.1.4.3 Deteccion por la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La PCR es un método para amplificar exponencialmente secuencias de ADN
especificas mediante la sintesis in vitro del mismo (Henson y French, 1993), y es la

mas utilizada para la deteccidon de patdgenos (Orozco-Santos et al., 2014).

Esta técnica se fundamenta en la propiedad de la enzima ADN polimerasa para
sintetizar fragmentos de ADN de interés del genoma del patégeno, lo cual conlleva
a una desnaturalizacion térmica a altas temperaturas para separar las hebras del
ADN; ocurre hibridacién de los primers a su secuencia complementaria en sus dos
hebras de ADN y cuya temperatura depende del tamafio y composicion del primer;
asi como la extension del primer para formar la cadena complementaria por la ADN
polimerasa y una extension final de 5 6 10 min a una misma temperatura (Ramos-
Gonzalez et al., 2011; Orozco-Santos et al., 2014; Gonzalez-Garza, 2017). En cada
ciclo las nuevas hebras de ADN sirven de plantilla para los ciclos siguientes,
repitiéndose los tres primeros pasos de 30 a 40 veces en un termociclador
generando millones de nuevos fragmentos de ADN amplificadas, las cuales pueden
ser visualizadas en un gel de agarosa tefildo con bromuro de etidio que revela el
amplicon obtenido mediante la observacion de bandas de diferentes tamafios
(pesos moleculares) (Ramos-Gonzéalez et al., 2011; Orozco-Santos et al., 2014;
Gonzalez-Garza, 2017). Los cebadores o primers se derivan de secuencias de ADN
amplificado o clonado (cCADN) o ARN del microorganismo a detectar (Henson y

French, 1993).
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La sensibilidad, la velocidad y la versatilidad de la PCR son factores primarios en
su amplia aceptacion en la fitopatologia (Henson y French, 1993; Gonzalez-Garza,
2017), tanto en la investigacion basica como en la aplicada (Henson y French,
1993). Se usa con una variada gama de materiales, incluidos &cidos nucléicos
purificados, células o tejidos intactos, muestras ambientales complejas, entre otros

(Henson y French, 1993).

Locali et al. (2003) realizaron la caracterizacién molecular de CiLV-C mediante la
extraccion de moléculas de dsRNA a partir de hojas de citricos sintométicos con
leprosis demostrando asi la naturaleza viral de tales moléculas. La secuenciacién
parcial del genoma CiLV-C, lo que permitié disefiar dos pares de cebadores para
amplificar regiones del genoma putativo de CiLV con similitud para los genes que
codifican la replicasa y la proteina de movimiento de otros virus fitopatdégenos. Con
ello, se desarroll6 un método especifico para la diagnosis de CiLV-C a través de la

RT-PCR, el cual permite una rapida y eficiente deteccion del virus.

3.1.4.4 PCR con transcripcién inversa (RT-PCR)

Hay virus con genoma ARN, de cadena simple o doble que requieren en la PCR de
un paso previo, la retrotranscripcion de la hebra de ARN, en ADN complementario
(cADN), mediante la utilizacion de la enzima retrotranscriptasa o trascriptasa inversa
(Henson y French, 1993; Ramos-Gonzélez et al., 2011; Orozco-Santos et al., 2014;
Gonzalez-Garza, 2017). Una vez transcrito en ADN complementario, se realiza la
PCR convencional para su amplificacion, a este proceso se le nombra RT-PCR

(Gonzéalez-Garza, 2017).
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3.1.4.5 Deteccion por PCR en tiempo real
La RT-PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR) se ha convertido en una de
las herramientas mas utilizadas para la deteccion y cuantificacion de acidos

nucléicos (Faggioli et al., 2017).

La gPCR combina los pasos de amplificacion de ADN y la deteccion en un dnico
ensayo, evitando el uso de geles de electroforesis, esto a través del monitoreo in
situ de los productos generados a través del tiempo (Gonzalez-Garza, 2017), es
decir, se sigue paso a paso el curso de la reaccion, en donde el equipo para la PCR
en tiempo real realiza en cada ciclo una cuantificacion de la fluorescencia que se

genera (Ramos-Gonzalez et al., 2011).

Se pueden utilizar fluoréforos generales o no especificos, como es el SYBR Green
| (reportero), el cual es el mas usado, éste es una molécula cargada positivamente
que cuando esté en solucién, no emite fluorescencia; sin embargo, cuando se une
a un dsADN genérico, emite fluorescencia en proporcion a la concentracién de

dsADN (Faggioli et al., 2017; Gonzélez-Garza, 2017).

Los fluoréforos especificos, como la sonda TagMan, siguen el principio FRET
(Fluorescense Resonance Energy Transfer), que consiste en la transferencia de
energia entre dos fluoréforos: un donador (reportero) y un aceptor (apagador o
quencher), los cuales emiten fluorescencia de diferente longitud de onda, ya que
cuando el reportero y el apagador se encuentran proximos, el apagador absorbe

toda la fluorescencia del reportero y cuando se separan, la fluorescencia del
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reportero no puede ser absorbida por el apagador, por lo que puede ser detectada

por el fotodetector (Gonzalez-Garza, 2017).

De cada muestra procesada en PCR en tiempo real se genera un valor numeérico Ct
(siglas en inglés cycle threshold), el cual es el ciclo a partir de la fluorescencia
emitida que sobrepasa el valor de corte y es inversamente proporcional a la
concentracion de la muestra. El valor de Ct es altamente reproducible debido a que
esta asociado a la fase exponencial de la sintesis del amplicon (Ramos-Gonzalez

et al., 2011).

La cuantificacion de fitopatdgenos en plantas enfermas es deseable, especialmente
con fitopatbgenos que estan presentes en plantas aparentemente sanas, en
cuestion del grado de infeccion o infestacion. Los cambios en los niveles de inéculo
de patdgenos también podrian monitorearse mediante PCR cuantitativa (Henson y

French, 1993).

Actualmente, la PCR en tiempo real (qQPCR) se ha aplicado en la investigacion para
la deteccion de viroides, evaluacion de la resistencia de plantas, transmision y
determinacién de genotipos (Faggioli et al., 2017). Asimismo, Barragan-Valencia et
al. (2008) mencionan que mediante la PCR en tiempo real se detectan virus y se
evalua la concentracion viral, lo cual es un indicador del grado de infeccion de una
enfermedad; asi como para determinar si una infeccion esta activa y para obtener

informacion de la interaccion huésped-virus.
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3.2 Acaro vector Brevipalpus spp.

El género Brevipalpus comprende mas que 280 especies conocidas de acaros
planos o falsas araflas (Beard et al.,, 2015; Chabi-Jesus et al., 2018). En la
transmision de virus solo cinco especies se han implicado, principalmente de la
leprosis de los citricos (Beard et al., 2015; Chabi-Jesus et al., 2018), por lo que estas
especies de la familia Tenuipalpidae las més importantes. Por lo anterior, su
importancia estd asociada a su capacidad para transmitir virus, aunque también
pueden causar lesiones directas en hojas y frutos, debido a la accion de las toxinas
presentes en su saliva. Las especies B. obovatus, B. californicus y B. phoenicis son
polifagos y de distribucion cosmopolita, reportadas como vectores de CiLV

(Bastianel et al., 2006; NAPPO, 2015).

Las cepas de OFV-citrus que infectan a citricos, pueden transmitirse por B.
californicus (Banks) (Garcia-Escamilla et al. 2017; Chabi-Jesus et al., 2018) y la
transmision de CiLV-N se ha obtenido con acaros viruliferos de B. phoenicis sensu
stricto (Geijskes) (Ramos-Gonzalez et al., 2017; Chabi-Jesus et al., 2018). B.
obovatus Donnadieu fue considerado también vector del virus de la leprosis de los
citricos (Chabi-Jesus et al., 2018). La transmision de la leprosis tipo C involucra a
B. yorthersi (Baker) y B. papayensis (Baker) (Chabi-Jesus et al., 2018). En México,
B. yothersi y B. californicus se presentan en las huertas de citricos y en arboles
infectados por CiLV-C (Gonzélez-Garcia et al., en prensa). En Colombia, la
transmision de CiLV-C y CiLV-C2 es realizada por B. yothersi (Leo6n et al., 2017;

Chabi-Jesus et al., 2018).

22



Las especies de Brevipalpus son haploides y las hembras poseen dos cromosomas
(Pijnacker et al., 1980; Bastianel et al., 2006). Se reproducen por partenogénesis
tipo telitoquia, ya que las hembras no fertilizadas producen hembras que son
genéticamente similares (Helle et al., 1980; Bastianel et al.,, 2006); es decir
poblaciones clonales en campo (Bastianel et al., 2006). Las poblaciones de adultos
son esencialmente hembras debido a la presencia de la bacteria endosimbionte
Cardinium sp. y rara vez se producen machos (Groot y Breeuwer, 2006; Arena et
al., 2016a) y cuando se presentan, son incapaces de reproducirse. La presencia de
bacterias endosimbiontes afecta la formacién de la glandula androgénica del acaro,
blogueando la produccion de la hormona durante las primeras etapas del desarrollo
del individuo, dando un numero muy bajo de machos y, comunmente menos del 1%

de estos se encuentra en la poblacién (Bastianel et al., 2006).

Los acaros del género Brevipalpus ocurren casi en cualquier area productora de
citricos, pero s6lo cuando el virus esta presente en el sistema se consideran plagas

importantes para el cultivo (Bastianel et al., 2006).

3.2.1 Hospederos

Las especies de Brevipalpus (Acari: Tenuipalpidae) son polifagas y cosmopolitas
debido a que poseen gran numero de plantas hospederas (Ledn et al., 2014). Al
menos 40 especies de plantas que van desde cultivos principales como los citricos
y el café, hasta plantas de importancia econdmica como las orquideas y maracuya;

asi como plantas ornamentales (Bastianel et al., 2010; Arena et al., 2016 a y b).

23



Algunas plantas se han identificado como reservorios potenciales de B. phoenicis
sensu lato en huertos de citricos en Brasil. Incluyen barreras rompevientos como
Mimosa caesalpiniaefolia Benth, Malvaviscus arboreus Cavanillas y malezas como
Bidens pilosa L. Asimismo, se reportan 928 especies, pertenecientes a 513 géneros
y 139 familias como plantas hospedantes de una o0 mas especies de Brevipalpus
(Bastianel et al., 2006; NAPPO, 2015). Brevipalpus phoenicis sensu lato se ha
encontrado colonizando a 486 especies de plantas de 118 géneros y 64 familias

(Bastianel et al., 2006; Ledn et al., 2014; NAPPO, 2015).

3.3 Mecanismos de transmision

Un aspecto importante de las interacciones hospedante-patdgeno es el
conocimiento de sus mecanismos de transmision, para lo cual los fitopatégenos
desarrollan diferentes estrategias, entre ellas, la penetracion a través de heridas
sobre las capas superficiales de la planta (inoculacién por dafio mecénico) o

mediante vectores (Garcia, 2018).

La mayoria de los virus fitopatégenos dependen de la transmision eficiente de un
vector, para lo cual los insectos destacan (Garcia, 2018). Los insectos del orden
Hemiptera transmiten la mayoria de virus con un 55%, destacando los afidos
(Aphididae), mosquitas blancas (Aleyrodidae), chicharritas (Cicadellidae),
saltahojas (Delphacidae), entre otros (Hogenhout et al., 2008; Garcia, 2018). Los
trips del orden Thysanoptera; acaros del orden Trombidiformes, de las familias

Eriophydae y Tenuipalpidae; asi como algunos nematodos de los géneros
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Xiphinema, Longidorus y Trichodorus; también son transmisores de virus

(Hogenhout et al., 2008; Garcia, 2018).

Se han descrito tres mecanismos de transmision: no persistente, persistente y
semipersistente, dependiendo de las interacciones bioquimicas para la
compatibilidad virus-vector, ya que hay caracteristicas que determinan el tiempo
necesario para la adquisicién de un virus, el tiempo de retencion de virus por el
vector y el tiempo requerido para la inoculaciéon a una planta sana (Hogenhout et
al., 2008; Garcia, 2018). Para el caso de las especies de Brevipalpus que transmiten
los virus de la leprosis pertenecientes al género Cilevirus, se sefala que su

transmision es de manera persistente circulativa (Freitas-Astua et al., 2018).

Varios patosistemas han sido estudiados ampliamente; sin embargo, en otros se
requiere comprender mas las interacciones planta-virus-vector, como el caso de la
enfermedad de la leprosis (Nicolini-Teixeira, 2008). En naranja dulce, como en
hospedantes alternos y plantas indicadoras se han llevado a cabo varios trabajos
de transmisién del virus CiLV-C, ya sea mediante la inoculacion mecanica, por

injerto y a través del &caro vector.

Knorr (1968) demostro que la leprosis es transmitida a través de la insercion de
brotes sintomaticos por injerto de punta a plantas sanas y por acaros Brevipalpus
spp. Por otro lado, Chagas y Rossetti (1984) confirmaron la transmision de la

leprosis por injerto en plantas de naranja dulce.
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Por su parte, Chiavegato y Salibe (1984), a través de la transferencia de individuos
de B. phoenicis sensu lato infectados, colectados en huertas con presencia de
leprosis, lograron reproducir sintomas de la leprosis en plantas sanas jovenes de
naranja Valencia. Algo similar lograron, Rodrigues et al. (2000), reportaron la
transmision experimental de la leprosis de los citricos (CiLV-C) de mandarina
Cleopatra a plantas sanas de mandarina Cleopatra y de naranja dulce a mandarina
injertada en lima Rangpur mediante acaros viruliferos de B. phoenicis sensu lato

colectados en campo.

Colariccio et al. (1995) mediante la inoculacion mecanica, obtuvieron sintomas de
leprosis en naranja dulce y en plantas herbaceas indicadoras (Chenopodium

amaranticolor Coste & Reyn., C. quinoa Willd., y Gomphrena globosa L.).

Garita et al. (2013) evaluaron el uso del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) como
planta indicadora para estudios de transmision por B. phoenicis sensu lato.
Posteriormente, se demostré que CiLV-C tiene un amplio rango de hospedantes
experimentales, tras inocular un gran namero de especies de plantas con B.
phoenicis sensu lato viruliferos, donde 40 especies de 18 familias resultaron

positivas (Garita et al., 2014).

En experimentos realizados se ha demostrado la transmision por acaros viruliferos
a Solanum violaefolium, Phaseolus vulgaris y a otras especies que se utilizan como

setos y rompevientos en huertos de citricos (Bastianel et al., 2010).
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Asimismo, se han reportado dos casos de infeccion natural de plantas no citricas
Swinglea glutinosa (Blanco) Merrill, utilizada como seto en Colombia (Bastianel et
al., 2010; Garita et al., 2013; Tassi et al., 2017) y Commelina benghalensis L., que
es una maleza presente en los huertos de citricos en Brasil, con posibles
implicaciones en la epidemiologia de esta enfermedad (Garita et al., 2013; Tassi et

al., 2017).

Arena et al. (2016 a y b) evaluaron a Arabidopsis thaliana como planta modelo para
ser utilizada en los estudios de las interacciones planta-patégeno de los virus
transmitidos por Brevipalpus spp., asi como, como hospedante experimental de

CiLV-C.

Experimentalmente se ha demostrado que B. yothersi transmite la leprosis de
manera eficiente a un gran nimero de especies vegetales (Tassi et al., 2017). Lebn
(2013), determiné un tiempo minimo de 30 min para la adquisicion de CiLV y de 10
min para la transmision del mismo, en funcién del tiempo de aparicién de sintomas

en plantas de naranja dulce.

Tassi et al. (2017), por su parte determinaron que el frijol comun (Phaseolus vulgaris
L.) cv. 'TAC Una' resulté ser una planta indicadora atil para pruebas de transmision

de CiLV-C.

Aunque, actualmente se tienen avances importantes sobre la relacion virus-vector

y se ha incrementado el desarrollo de herramientas moleculares para la deteccion
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de CiLV-C (Bastianel et al., 2010), existen interrogantes en la interaccion leprosis-
vector-hospedante que requieren investigarse para comprender la epidemiologia de

la enfermedad (Tassi et al., 2017).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion de experimentos
La investigacion se desarrollo en el laboratorio e invernadero del Area de Acarologia
del Colegio de Postgraduados, Montecillo, Texcoco, Estado de México, México, de

mayo de 2017 a septiembre de 2018.

4.2 Material vegetal

42.1 Con sintomas de CiLV-C

De una huerta comercial (17° 58’ 13.4” N y 93° 24’ 40.1” O sobre 24 msnm) de
naranja dulce con presencia de leprosis del municipio de Cardenas, Tabasco, se
seleccionaron hojas con sintomas (lesiones cloroticas con un didametro aproximado
de 2 a4 cm), sobre la nervadura central de la hoja. Las hojas se guardaron en bolsas
de polipapel, mismas que se colocaron dentro de una hielera y se trasladaron a las
instalaciones del laboratorio de Acarologia del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo; en donde se almacenaron en un cuarto frio con temperatura de 6°C,
hasta ser utilizadas. Las hojas seleccionadas, se lavaron con agua corriente y
enjuagaron con agua destilada, algunas de éstas fueron utilizadas para confirmar la
presencia de CiLV-C mediante la extraccion de ARN y la RT-PCR (como se indica
en el punto 4.2.3). Las hojas restantes, se revisaron bajo microscopio
estereoscopico para descartar la presencia de acaros 0 insectos, y que

posteriormente se utilizaron para elaborar arenas experimentales.

29



4.2.2 Sin sintomas de CiLV-C

También se colectaron hojas de arboles de naranja dulce de traspatio sin sintomas
de leprosis, de las localidades de San Luis Huexotla y San Diego, municipio de
Texcoco, Estado de México. Este material se proceso y uso de la misma forma a lo
descrito en el punto anterior (4.2.1), con la diferencia que la extraccion de ARN y la

RT-PCR se realiz6 para descartar la presencia de CiLV-C.

4.2.3 Diagnostico para material vegetal mediante RT-PCR

Fragmentos de material vegetal (100 mg) se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5
mL y se dejaron enfriar en nitrégeno liquido durante 15 min. Posteriormente, el tejido
se trituré dentro del tubo Eppendorf con un micropistilo. La extraccion de ARN del
tejido molido se realiz6 con el kit RNeasy® Mini Kit (QIAGEN®, Hilden, Germany)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La obtencion del cADN complementario
se realizd con el kit RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Cada reaccion de transcripcion reversa se
realizé en un volumen final de 20 uL, el cual contenia 4 pL de buffer de reaccion 5X,
1 mM de cada dNTP, 5 uM de hexdmeros aleatorios, 1 pL de la enzima RevertAid
M-MuLV RT (200 U/uL) y 10 pL de agua libre de nucleasas, todo incluido en el kit
del fabricante, adicionando 2 pL de ARN (aprox. 80 ng) de cada muestra al final.
Asimismo, los tubos se incubaron a 25 °C durante 5 min, luego por 60 min a 42 °C,
seguido por un paso final de 5 min a 70 °C en un termociclador MyCycler™ (BIORAD

Laboratories Inc., Hercules, CA, USA).
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La presencia del virus de la leprosis (CiLV-C) se confirmé mediante PCR
convencional usando el cADN obtenido. Se utilizaron los oligonucleétidos
desarrollados por Locali et al., (2003) (MPF: TAT TGG CGT TGG ATT TCT GACy
MPR: TGT ATA CCA AGC CGC CTG TGA ACT). La reaccion de PCR se realizé en
un volumen de reaccién de 25 pL, el cual contenia de 2.5 pL de buffer de PCR 10X
(Tris-Cl, KCI, (NH4)2SO4, 15 mM MgClz; pH 8.7), 0.18 uM de cada primer, 0.2 mM
de dNTPs, 0.2 pL de Taq ADN polimerasa (5 U/pL) (QIAGEN, GmbH, Hilden,
Germany) y 3 pL de cADN. Las amplificaciones por PCR se realizaron con un
termociclador MyCycler™ (BIORAD Laboratories Inc., Hercules, CA, USA), usando
las siguientes condiciones: un ciclo de 5 min a 94 °C, seguido por 35 ciclos de 60 s
a 94 °C, 60 s ab7°C,60sa72°Cyuna extension final a 72 °C por 10 min. Los
productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1.5 % en buffer TAE 1X,
teflidos con bromuro de etidio (10 mg mL?) y fotografiados con un
fotodocumentador. El tamafo esperado de las bandas para CiLV-C fue de 339 pb.
Aun, cuando las bandas que se observaron en los geles tenian los tamafos
respectivos que el positivo del virus que se incluyé en cada corrida, los productos
de PCR se enviaron a Macrogen Inc. (Geumchen-gu, Seoul, Korea del Sur) para su

secuenciacion directa para confirmar la identidad de los fragmentos amplificados.

4.2.4 Obtencién y mantenimiento de las plantas de las diferentes especies de
citricos
Las especies de citricos utilizadas para las pruebas de transmisién fueron naranja

valencia (variedad Campbell + portainjerto naranjo agrio), limén persa (variedad
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limén persa + portainjerto C-35), mandarina (portainjerto Volkameriana) y toronja
(variedad toronja blanca + portainjerto Volkameriana), las cuales fueron adquiridas
en el vivero certificado Cazones, ubicado en Cazones, Ver., y fueron mantenidas en
confinamiento para garantizar que estuvieran libres de CiLV-C (condiciones de
invernadero). El riego se realizé cada tres dias con agua del grifo, con alrededor de
600 — 700 mL por planta. La fertilizacion se realizo en tres ocasiones, en las que se
aplico el fertilizante YaraMila Complex (12 — 11 - 18), 2 g/L por planta y regulando

el pH de la mezcla.

4.3 Acaro vector Brevipalpus yothersi

4.3.1 Establecimiento de la colonia

La colonia de &caros se establecio, utilizando frutos de naranja dulce y/o agria con
textura de regular a fina, de color verdoso a verde amarillento de arboles sin leprosis
o lesiones de la enfermedad. Estos frutos antes de ser usados, se lavaron con agua
y jabon en polvo utilizando una esponja suave, dejandose secar al aire libre. Una
vez limpios y secos, se sumergieron en parafina liquida hasta la mitad, dejando que
ésta se solidificara. En el area sin parafina, se colocé una capa delgada de una
mezcla de harina, yeso y arena con igual proporcién, de acuerdo a la metodologia
descrita por Salinas-Vargas et al. (2016), con ligeras modificaciones. En esta area
con la mezcla, mediante un pincel de cerdas finas, se colocaron hembras adultas y
ninfas de B. yothersi de una cria ya establecida en el laboratorio de Acarologia del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, la cual no habia estado expuesta al

virus de la leprosis de los citricos.
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Los frutos con los 4caros se colocaron de manera individual, en charolas de plastico
con una base de unicel, las cuales se mantuvieron a temperatura promedio de 25 +
3°C y una humedad relativa de 60 + 10% (Figura 1). Los frutos se cambiaron
conforme se observaban deshidratados, transfiriendo los acaros a nuevos frutos,
con lo cual se garantizo el desarrollo de la cria y la cantidad requerida de hembras

adultas para realizar los experimentos de adquisicion y transmision.

Figura 1. Cria de Brevipalpus yothersi en frutos de naranja.

4.3.2 Diagnoéstico de CiLV-C en B. yothersi mediante ensayos de RT-PCR

Para la deteccién del virus de la leprosis (CiLV-C) en el &caro vector, se extrajo el
ARN de tres individuos mediante el kit de extraccion Quick-RNA™ Tissue/Insect
Microprep (Zymo Research, Irvine, CA, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI ADN complementario (CADN) se obtuvo mediante una reaccion de
transcriptasa inversa con el kit Sensiscript® (QIAGEN®, Hilden, Germany). Las
reacciones de reversa transcriptasa se realizaron en un volumen final de 20 uL, que

contenia 2 pL de buffer RT 10X buffer, 0.5 mM de cada dNTP, 10 unidades de un
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inhibidor de RNasas, 1 uL de transcriptasa reversay 7 L de agua libre de ARNasas.
Adicionalmente, se agreg6 1 puM de Oligo (dT) 18 primer (Thermo Fisher Scientific
Inc. Waltham, MA, USA) y 5 pL de ARN (0.5-1.3 ng/pL). Finalmente, los tubos se
incubaron durante 60 min a 37 °C en un termociclador MyCyclerTM (BIORAD
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). La presencia del virus de la leprosis (CiLV-
C) se confirmé mediante PCR convencional usando el cADN obtenido. Asimismo,
se utilizaron los mismos oligonucleétidos y métodos para la obtencion de los

productos de PCR, tal y como se describi6 en el apartado 4.2.3.

4.4 Cuantificacién de la carga de inéculo del virus mediante PCR en tiempo
real (QRT-PCR)

La concentracion del virus se determiné en las muestras de cADN obtenidas
mediante RT-PCR, tanto de acaros como de material vegetal con y sin sintomas,

utilizados en los experimentos de adquisicién y transmision.

4.4.1 Establecimiento de la curva estandar

La curva estandar para el ensayo de la gRT-PCR, se genero6 a través de la sintesis
in vitro de los transcriptores de ARN de CiLV-C de la region del gen MP, los cuales
se ajustaron a 10'° copias por pL. Se prepararon seis diluciones seriales de 10,
desde 10° a 102 copias del ARN traducido in vitro, preparados con agua libre de

nucleasas (Choudhary et al., 2015).
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En la gqRT-PCR para cada concentracion y muestra, se colocaron dos réplicas
técnicas, a lo cual cada reaccion incluyé: 7.5 uL de 2x Quantifast gPCR Master Mix
con SYBR Green | (PROMEGA, Madison, WI, USA), 0.24 uL de primer A, 0.24 uL
de primer B, 4.02 yL de agua libre de nucleasas y 3 uL de cADN, obteniendo un
volumen final de 15 pL. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 95 °C
durante 5 min, 95 °C durante 30 s, 57 °C durante 30 sy 72 °C por 30 s por 40 ciclos.
Se utiliz6 equipo de PCR en tiempo real CFX96™ Real-Time System C1000 ™
Thermal Cycler (BIORAD Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) (Chen et al., 2016).
El valor Ct, la desviacion estandar (SD) y el coeficiente de variacién (CV) se
calcularon respectivamente mediante el paquete estadistico GenStat (Payne et al.,

2007).

El software Bio-Rad CFX Manager™ (2013 Bio-Rad Laboratories, Inc. Version 3.1)
trazo la intensidad de la fluorescencia contra el nimero de ciclos, proporcionando

el valor del umbral del ciclo (Ct) de manera automatica.

4.4.2 Comparacion de sensibilidad
Las diluciones de la curva estandar y las muestras de los experimentos de
adquisiciéon y transmision se procesaron por PCR convencional y qPCR,

respectivamente, para comparar sus sensibilidades (Chen et al., 2016).
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4.5 Relacién del periodo de adquisicidon y la carga de indculo de CiLV-C

En este experimento, se analiz6 la relacion que se da entre el periodo de adquisicion
(eficiencia) y la cantidad del virus (carga de in6culo) en hembras adultas de B.
yothersi sometidas a diferentes periodos de alimentacion sobre material vegetal

(hojas) con sintomas de la leprosis tipo citoplasmatico.

Para realizar las pruebas de adquisicion se utilizé el método descrito por Garcia-
Méndez (2016), con ligeras modificaciones. De la cria existente, se colectaron
hembras adultas de B. yothersi con una edad aproximada de 10 dias con una
coloracion de naranja a rojo brilloso (en grupos de 100), las cuales se pusieron en
pequefias cajas Petri (d 4.0 cm) para someterlas a un ayuno de 4 h. Transcurrido
el tiempo y con la ayuda de un pincel de pelo de camello, los &caros se transfirieron
en el envés de un disco de hoja de naranja (con y sin sintomas de CiLV-C) expuesto,
colocado previamente dentro de una caja Petri (& 4.0 cm) que contenia una base
de 3 mm de agua-agar (Reasol®) diluido a 2.0 %; la caja se cubrié con malla fina
para mantenerla ventilada (Figura 2). Tanto en discos sanos (testigo) como
enfermos (tratamientos), los &4caros se confinaron en un area aproximada de 2.5
cm, colocando una linea delgada de resina sintética (Insect Glue Tree, Agralan Ltd,
Ashton Keynes. Wiltshire, UK), para el caso de los discos con leprosis el area abarco
la lesion. Después de la introduccion de los acaros, las cajas se mantuvieron en
condiciones controladas y dispusieron en un disefio de bloques al azar. En total se
evaluaron cinco periodos de adquisicion (1, 12, 24, 36 y 48 horas) y se hicieron
cinco repeticiones (50 individuos por repeticion), ademas se incluyé un testigo

donde a 50 individuos se les dio un periodo de 48 h.
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Figura 2. Arenas experimentales para las pruebas de adquisicion de CiLV-C por
hembras adultas B. yothersi.

Al término de cada tiempo de adquisicion, se tomaron 10 individuos de cada una de
las repeticiones de los diferentes tratamientos, y se colocaron en tubos para PCR
de 0.2 mL, los cuales se almacenaron a -20 °C, con el objeto de cuantificar
posteriormente la carga de inéculo de CiLV-C mediante PCR en tiempo real.
Asimismo, el material vegetal que se us6 para alimentar a los acaros en los
diferentes tratamientos y el testigo se coloco en tubos Eppendorf de 1.5 uL con 20
uL de RNA later® (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA USA) y almacenaron

a -20 °C, para la medicion del titulo viral de CiLV-C a través de gPCR.

4.5.1. Analisis de datos

El experimento se realizé bajo un disefio de bloques al azar, donde cada arena con
material vegetal (hojas) con o sin sintomas de leprosis se constituyd como unidad
experimental. Los datos se analizaron por ANOVA, donde la variable determinada
fue la cantidad de copias del virus que se estimé mediante qPCR, los tratamientos
fueron los tiempos de adquisicion y a las repeticiones se les consider6 como

bloques. Para el analisis, los datos primero se transformaron a log10 para obtener
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una distribucién normal de los mismo; asi como se utilizé el paquete estadistico

GenStat (Payne et al., 2007).

4.6 Capacidad de transmision de CiLV-C por hembras de B. yothersi y su
establecimiento en diferentes especies de citricos

El experimento se inicidé de la misma manera que el experimento del punto anterior
(4.5), pero considerando un solo tiempo de adquisicion de 24 h. Asimismo, en las
arenas experimentales con hojas con presencia de CiLV-C, se colocaron alrededor
de 300 hembras adultas por arena (de 10 dias de edad aproximadamente) para que

adquirieran el virus.

De cada arena experimental se tomaron cinco hembras al azar, que se colocaron
en tubos para PCR de 0.2 mL y se almacenaron a -20 °C, para realizar la extraccién
de ARN y confirmar la adquisicion del virus a través de la RT-PCR. Las hembras
restantes fueron transferidas a los diferentes tratamientos (especies de citricos:

naranja, toronja, mandarina y limén persa) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos para determinar la capacidad de
transmision de CiLV-C por hembras de B. yothersi.

No. de No. de
Tratamientos Descripcién repeticiones por individuos
especie de citrico = por repeticiéon
T1 (naranja) Acaros con virus 9 10
T2 (mandarina) Acaros con virus 9 10
T3 (toronja) Acaros con virus 9 10
T4 (limon persa) Acaros con virus 9 10

Testigo (naranja,
mandarina, toronja y Sin acaros 9 0
limoén persa)

En cada planta/especie de un afio de edad, se seleccionaron tres hojas
(repeticiones), las cuales se lavaron con agua destilada, se secaron y marcaron por
el haz, con un marcador de tinta permanente, indicando el nimero de hoja y bloque.
Enseguida, el envés de cada hoja, fue cubierto con una mezcla compuesta de
harina, yeso y arena de igual proporcion, a lo largo de la vena central, para crear un
refugio para los acaros. También se colocé una linea delgada de resina sintética
(Agralan Ltd, Ashton Keynes. Wiltshire, UK) en la periferia de la hoja, para confinar

a los acaros. Esta accion se realizo en todos los tratamientos y el testigo.

Antes de transferir los acaros a las hojas marcadas, de todos los tratamientos y el
testigo, de cada planta se tomé una hoja de referencia, la inmediata superior o
inferior a las hojas marcadas, con la finalidad de confirmar la presencia o ausencia
de CiLV-C mediante la RT-PCR. Para ello, las hojas se lavaron con agua de grifo,

se enjuagaron con agua destilada y se fotografiaron para tenerlas como referente.

39



Posteriormente, con un sacabocados (& 1.0 cm) se tomaron de ocho a 10 muestras
de las mismas que se depositaron en tubos Eppendorf de 1.5 pL y se almacenaron

a -20 °C para la posterior extraccion de ARN.

En cada hoja marcada de cada uno de los tratamientos se transfirieron 10 acaros
mediante un pincel de cerdas finas. Cabe sefalar, que se hizo una reinfestacion de
acaros a los tres dias posteriores a la primera infestacién, siguiendo el
procedimiento mencionado con anterioridad, colocando cinco individuos en las
hojas marcadas, para todos los tratamientos, excepto el testigo. Esto con la finalidad
de asegurar el establecimiento de B. yothersi en las hojas de las diferentes especies

de citricos y, por ende, la transmisién del virus.

Los acaros se mantuvieron en las plantas por un periodo de 60 dias posteriores a
la infestacion. Se realizaron revisiones cada 15 dias para monitorear el
establecimiento y desarrollo poblacional de los acaros (presencia de adultos,
inmaduros y huevos) y la posible aparicion de sintomas de la enfermedad. Se
tomaron fotografias de todas las hojas infestadas de los respectivos tratamientos;
asi como del testigo. Transcurrido este periodo, todas las hojas marcadas en todos
los tratamientos y los testigos fueron desprendidas de las plantas y revisadas para
verificar la presencia y ausencia de sintomas. Asimismo, se conto el nimero total
de individuos (adultos e inmaduros) y huevos, los cuales, a excepcion de los huevos,
se retiraron de las hojas y colocaron por separado en tubos para PCR de 0.2 mL
debidamente etiquetados y se almacenaron a -20 °C, para corroborar

posteriormente la presencia o ausencia de CiLV-C mediante PCR.
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Tanto las hojas marcadas, como las de referencia final, se lavaron con agua de grifo,
se enjuagaron con agua destilada y se fotografiaron. Asimismo, mediante un
sacabocados (@ 1.0 cm) se tomaron de ocho a 10 muestras de las mismas, se
depositaron en tubos Eppendorf de 1.5 pL y se almacenaron a -20 °C, para la

posterior deteccion y cuantificacion del virus mediante qPCR.

Figura 3. Pruebas de transmisién de CiLV-C por B. yothersi en cuatro especies de
citricos en condiciones de invernadero.

4.6.1 Analisis de datos
El disefio experimental fue en bloques completos al azar, con un total de tres
bloques, en donde cada bloque estuvo conformado por dos plantas de naranja,

toronja, mandarina y limén persa (Figura 3).

Los datos se analizaron mediante regresion logistica con una estructura factorial
jerarquica. Sélo se determind la presencia o ausencia de CiLV-C mediante PCR en
tiempo real de las hojas de las plantas en donde fueron colocadas las hembras de
B. yothersi, por lo que cada hoja representd una repeticion. Primero se compar6
entre categorias (naranja-mandarina vs toronja-limén persa), posteriormente entre
limén persa vs toronja y mandarina vs naranja. El paquete estadistico utilizado fue

GenStat (Payne et al., 2007).
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5. RESULTADOS

5.1 Relacion del periodo de adquisicion y la carga de in6culo de CiLV-C

Los resultados indican que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos
(tiempo de adquisicién) y la concentracion de CiLV-C (Fs,20=0.58, P=0.0679). El
promedio de copias por grupo de acaros (tres individuos) fue de 138000, 25666,
502216, 23133 y 210000 para los tratamientos de 1, 12, 24, 36 y 48 h de los tiempos
de adquisicion respectivamente. Sin embargo, en el tratamiento de 24 h, se observo

la mayor concentracion de CiLV-C (502216 uL?) (Figura 4).
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Figura 4. Concentracion de CiLV-C en hembras de B. yothersi expuestas a
diferentes periodos de adquisicion.
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5.2 Capacidad de transmisién de CiLV-C por hembras de B. yothersi y su
establecimiento en diferentes especies de citricos

Los resultados de la presencia de CiLV-C entre los diferentes tratamientos (especies
de citricos) mostraron que la transmision del virus se dio en todos éstos, pero ésta
fue mayor en las especies de citricos dulces como naranja-mandarina, en
comparacion con toronja-limén persa (X%1= 16.33, P<0.001). No se observaron
diferencias en el nimero de hojas con CiLV-C entre naranja y mandarina (X21=
1.5771, P<0.209). Asimismo, el nimero de hojas infectadas entre toronja y limoén

persa fue similar (X?1= 1.1891, P<0.0.276) (Figura 5).
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Figura 5. Proporcion de hojas infectadas con CiLV-C en diferentes especies de
citricos en las pruebas de transmision con B. yothersi.

Con respecto al establecimiento y desarrollo del acaro vector de CiLV-C que fue
colocado en los diferentes tratamientos (especies de citricos), se observé que en

todos éstos se establecio (formacion de colonias). Por lo que, al comparar el nimero
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de huevos entre naranja-mandarina y toronja-limén persa, hubo diferencias
significativas entre ambos grupos (F1,24= 9.40, P= 0.005). El promedio de huevos
mas alto se observd en mandarina con 17.33/hoja y el mas bajo fue de 4.83/hoja en
toronja. No se encontraron diferencias significativas al comparar el nUmero de
huevos depositados entre naranja y mandarina (Fi24= 1.05, P= 0.316) y entre
toronja y limon persa (F1,24= 0.26, P= 0.613). La mayor cantidad de huevos se

registré en naranja y mandarina (Figura 6).
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Figura 6. Numero de huevos de B. yothersi que se desarrollaron durante 60 dias en
hojas de diferentes especies de citricos.

Cuando se comparé el niumero de estados inmaduros (larvas, protoninfas y
deutoninfas) entre naranja-mandarina y toronja-limén persa, se observaron
diferencias significativas entre ambos grupos (F1,24= 13.34, P= 0.001). El promedio
mas alto de inmaduros, se dio en mandarina con 17.11/hojay el mas bajo en toronja,

con 1.33/hoja. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
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naranja y mandarina (F1,24= 3.91, P= 0.059) y entre toronja y limén persa (F1,24=
0.03, P=0.854). La mayor cantidad de estados inmaduros se present6 en naranja y

mandarina (Figura 7).
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Figura 7. Numero de inmaduros de B. yothersi que se desarrollaron durante 60 dias
en hojas de diferentes especies de citricos.

Finalmente, al contrastar el nUmero de hembras adultas entre naranja-mandarina y
toronja-limén persa, se observaron diferencias significativas entre ambos grupos
(F124= 21.91, P<0.001). El promedio mas alto de hembras adultas, se dio en
mandarina con 13.67/hoja y el mas bajo en toronja, con 2.06/hoja. Mientras que, al
comprar el numero de hembras adultas entre naranja y mandarina (F1,24= 1.17, P=
0.290) y entre toronja y limon persa (F124= 0-.19, P= 0.668), no se encontraron
diferencias significativas. La mayor cantidad de hembras adultas se obtuvo en

naranja y mandarina (Figura 8).
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Figura 8. Numero de hembras adultas de B. yothersi que se desarrollaron durante
60 dias en hojas de diferentes especies de citricos.
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6. DISCUSION

Los resultados indican que no hubo diferencias significativas entre los diferentes
tiempos de adquisicidn (tratamientos) y la concentracion de CiLV-C; aun cuando, en
el tratamiento de 24 h, se observé la mayor concentracién del virus. Lo anterior
coincide con lo citado por Nicolini-Teixeira (2008); Bastianel et al. (2010); Ledn
(2013); Garita et al. (2014); Tassi et al. (2017); Freitas-Astua et al. (2018) quienes
reportan que el virus es transmitido de manera persistente circulativo por B. yothersi;
es decir, que el virus no se replica en éste; por lo que no hay un aumento en la
cantidad de particulas virales a través del tiempo, aunado a que los acaros
posiblemente no se alimenten de manera constante en todo el tiempo en que fueron
expuestos a hojas infectadas con el virus, a lo cual, Garcia-Escamilla et al. (2017)
sefialan que la cantidad de particulas virales ingeridas por un acaro puede ser muy
pequefia o que no todos los &caros adquieren el virus, a pesar de estar expuestos
al mismo, situacion que analizé Ledn (2013) sobre grupos de acaros B. phoenicis,
gue solo el 40% de la poblacién adquirié el virus de la leprosis, los cuales se

mantuvieron sobre hojas de naranja con sintomas de la enfermedad por 5 dias .

Las diferencias observadas entre los tiempos de adquisicion de CiLV-C usados en
el presente trabajo; asi como del porque no se obtuvieron cargas de indculo
diferenciales en funcioén de los diferentes periodos de alimentacion y lo realizado por
Freitas-Astua et al. (2008), Tassi et al. (2017); Bastianel et al. (2018), por mencionar
algunos, puede deberse a que la fuente de in6culo fue diferente, asi como la

variacion natural que tienen los 4caros para alimentarse, entre otros aspectos. Por
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ejemplo, en este trabajo, previé al inicio de la alimentacidn, los 4caros se sometieron
a un periodo de ayuno por 4 h, lo que pudo contribuir a que las hembras adultas de
B. yothersi iniciaran casi inmediatamente su alimentacion sobre el material vegetal
enfermo con leprosis, propiciando y facilitando la adquisicion del virus en un corto
periodo de 1 h extendiéndose a periodos mas largos de 48 h. Otro aspecto a resaltar
es el hecho de que el ayuno, propicia que los receptores quedan disponibles para
el ensamble de las particulas virales, aunque, Czosnek et al. (2001) mencionan que
la cantidad de viriones que un insecto puede adquirir de una planta infectada
durante un solo evento de alimentacién es finita; encontraron que en Bemisia tabaci
los receptores para los virus se saturan dentro de las 12 h posteriores a la
adquisicién del geminivirus, por lo cual no registraron un incremento significativo en
la concentracion de virones a mayores tiempos de alimentacién. De igual manera,
se sefiala, que la manipulacion continua de los acaros puede generar cierto grado
de estrés, lo cual puede provocar cambios en su comportamiento como el hecho de
que no se adapten al nuevo sitio, que el periodo de exploracién en el nuevo sitio
retrase el inicio de alimentacion (gasto de energia en moverse), que no sea de su
agrado el material vegetal para satisfacer sus requerimientos alimenticios, por
mencionar algunos. Sé utilizaron hojas como fuente de inéculo debido a que fue
mas factible su uso, por la distancia en la que se encuentran las huertas infectadas
con leprosis y el laboratorio en donde se realizaron los experimentos, aunado a que
las hojas con sintomas de leprosis estan presentes en la mayor parte del afio, a
diferencia de los frutos, lo cual quizas afecto la mayor adquisicion de particulas de
CiLV-C por los acaros. Sin embargo, Tassi et al. (2017) sefialan que el material

vegetal utilizado como fuente de in6culo para la adquisicion de CiLV-C por B.
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yothersi, no es un factor que impida el proceso, ya que CiLV-C puede adquirirse de
lesiones en hojas, frutos y tallos; situacion que se presentd en el trabajo de Ledn
(2013), que uso hojas de naranja Valencia con lesiones de leprosis para sus
pruebas de adquisicidon, afirmando que B. phoenicis, adquiere eficientemente el
virus después de 30 min de alimentacion y de Garcia-Escamilla et al. (2017) quienes
utilizaron hojas de naranja con sintomas de leprosis tipo citoplasmatico, detectando

CiLV-C en larvas, ninfas y adultos de B. yothersi alimentadas por 24 y 48 h.

Aunque en este estudio no se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de CiLV-C en los diferentes tiempos de adquisicion probados, se
consideré el periodo de 24 h para realizar el experimento de transmision, ya que en
este periodo fue en el que se adquirié la mayor carga viral, lo cual ademas coincide
con lo observado por Leén (2013), quien obtuvo 100% de hojas de naranja Valencia
expuestas con sintomas de leprosis después de que a los acaros (B. phoenicis) se

les permitié alimentarse por un periodo de 24 h.

El tiempo de aparicion de las lesiones de leprosis, es sin duda otro indicador que
determina el establecimiento del virus en la planta, a lo cual se reportan rangos que
van de dias a meses (de 15 a 60 dias) (Chiavegato y Salibe, 1984; Freitas-Astlua et
al., 2008; Ledn, 2013; Garita et al., 2013; Arena et al., 2016a; Tassi et al., 2017),
aspecto contrario a lo encontrado en este estudio pues no se observo algun tipo de
sintoma de la leprosis en los tratamientos, aun cuando los acaros de B. yothersi
permanecieron sobre las plantas hasta por 60 dias. Estos hallazgos se contraponen

a lo reportado por Arena et al., (2016a) quienes utilizando plantas de Arabidopsis
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thaliana ecotipo Columbia (Col-0) y naranja var. Pera y a través de la medicion de
la carga viral a través gRT-PCR en el material vegetal infestado encontraron que el
virus fue detectado a las 6 h después de la infestacion (hdi) y que la carga viral
aumento alrededor de 10* veces después de los 25 dias de infecciéon, momento en
el cual las lesiones tipicas cloréticas y necroéticas de la leprosis de los citricos se
hicieron evidentes. En consecuencia, es probable que la falta de expresion de
sintomas en las pruebas realizadas se deba a que la concentracion viral no fue
suficiente para que los sintomas se expresaran en los diferentes hospederos, como
ha sido demostrado en la relacion virus Potato yellow vein virus (PYVV) y la mosca
blanca Trialeurodes vaporariorum (Hernandez-Guzméan y Guzman- Barney, 2014) y
Papaya meleira virus PMeV-Mx y la chicharrita Empoasca papayae (Garcia, 2018).
Nicolini-Teixeira (2008) también comenta que la manifestacion de sintomas esta
relacionada con el nivel de resistencia de las especies de citricos en evaluacion
puesto que encontr6 que el tangor Murcott y la lima Dorada, considerados
resistentes a la leprosis, soportaron una baja concentracion del virus y en
consecuencia no expresan sintomas. Sin embargo, Freitas-Astla et al. (2008),
indican que la inoculacion de un patégeno, es dependiente de la eficiencia en la
adquisicién e inoculacion por el vector, aunque pueden ocurrir variaciones en la
respuesta del hospedante y en la aparicion de sintomas; coincidiendo, Rodrigues y
Childers (2013), quienes afirman que el éxito de la adquisicion y transmision de
virus, ésta en funcion del proceso de alimentacién de los &caros Brevipalpus.
Igualmente, sefialan que la presencia de simbiontes en los acaros podria influir en

el comportamiento del vector y afectar directa o indirectamente la capacidad de
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adquirir o transmitir el patdgeno durante el proceso de alimentacién (Rodrigues y

Childers, 2013).

Asimismo, Bastianel et al. (2006), sefialan que todas las fases activas de los acaros,
son capaces de transmitir el virus de la leprosis y que las diferencias en la eficiencia
de transmision, estan en funcién de las diferentes oportunidades de adquirir el virus;
a lo cual sugieren que las larvas son mas eficientes que los adultos, que
probablemente a que tienen menor movimiento y permanecen mas tiempo sobre las
lesiones, incrementando el periodo de infeccion. Garcia (2018), indica que el estado
de desarrollo del vector es un factor importante en la transmision de un virus y que
la eficiencia de transmision es alta, cuando los vectores adquieren un virus como
ninfas que como adultos. Lo anterior, se contrapone, a lo realizado en el presente
trabajo, en donde se emplearon adultos en lugar de ninfas, con el supuesto de
evaluar su eficiencia en la adquisicion y transmision de CiLV-C. Tal vez ambos
estados de desarrollo debieron evaluarse como en el estudio llevado a cabo por
Tassi et al. (2017), con el cual confirmé que las diferentes etapas de desarrollo de
B. yothersi adquieren y transmiten CiLV-C. Sin embargo, ninfas y adultos requieren
necesariamente una gran aportacion de energia, dada por la alimentacién, para en
el caso de las ninfas llegar al estado adulto y reproducirse; asi como los adultos

para la produccion de huevos viables y con ello garantizar su sobrevivencia.

La presencia de CiLV-C entre las diferentes especies de citricos mostré que la
transmision del virus por B. yothersi se dio tanto en las especies dulces como es la

naranja, mandarina y toronja, como en las acidas, caso limon persa. Sin embargo,
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se sigue generando la misma tendencia de estar en mayor proporcién en naranja
que en el resto de las especies de citricos utilizadas. Con esto se confirma que
CiLV-C afecta a sus hospedantes naturales de la familia Rutacea reportados, pero
en diferente grado. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Garcia-
Escamilla et al. (2017), quienes con la infestacion de acaros viruliferos de B. yothersi
alimentados sobre hojas de naranja con sintomas de leprosis por 72 h, transmitieron
CiLV-C a diferentes cultivares citricos (naranja Valencia, naranja Campbell, naranja
Marrs, mandarina Satsuma y mandarina Dancy), sefialando que las plantas
manifestaron los sintomas caracteristicos de la enfermedad, con la diferencia de
que, en este trabajo, no hubo la manifestacion de sintomas durante 60 dias en las
hojas de las plantas infestadas con acaros viruliferos (asintomaticas); sin embargo,
la deteccidn se logré a través de la PCR en tiempo real, resultando ser mas sensible
que la PCR convencional. Adema4s, de la transmisién de CiLV-C a especies dulces
se obtuvo a una acida, como es el limén persa, resultado que no obtuvieron Garcia-
Escamilla et al. (2017) al evaluar esta misma especie. Asimismo, en las diferentes
especies citricas evaluadas no se obtuvieron sintomas de leprosis en un periodo de
dos meses, en cambio, Garcia-Escamilla et al. (2017) indican la observacion de
tales, pero no indican en que tiempo después de la infestacién con &caros viruliferos
presentaron sintomas, aunque en este caso, las plantas fueron mantenidas durante

un afno.

En un estudio reciente llevado a cabo por Bastianel et al. (2018), con el objetivo de
detectar la resistencia de varios genotipos del género Citrus a la leprosis (CiLV-C),

después de 90 dias de haber realizado la infestacion con &caros viruliferos de B.
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yothersi, obtuvieron genotipos asintomaticos de naranja agria, limon (C. limon),
pomelo (C. paradisi y C. grandis), mandarinas, tangelo y tangor, confirmado
mediante RT-PCR; con lo cual ratificaron que la naranja dulce es altamente
susceptible a la leprosis, al igual que varios genotipos de mandarinas de diferentes
especies (C. deliciosa, C. reticulata y C. clementina), los cuales fueron sintomaticos.
Ademas, presentan el primer informe de la leprosis por CiLV-C para satsumas,
pomelo (C. maxima), kumquat (Fortunella spp.) y su hibrido. Comparado con los
resultados generados con el presente trabajo, se confirma la transmision de CiLV-
C por B. yothersi a limon persa y toronja probados en este estudio, detectado
mediante PCR en tiempo real. La falta de manifestacion de sintomas se debi¢ tal
vez a que el tiempo de evaluacion, de 60 dias, fue insuficiente, comparado con el
tiempo de evaluacion considerado por Bastianel et al. (2018). También es posible
que la falta de sintomas haya estado asociada a una baja carga viral transmitida por
el 4caro, por tanto, se comprueba que CiLV-C afecta a limoén persa, lo cual puede
generar una alerta para México, ya que la superficie establecida con esta especie
citrica va en aumento. Roy et al. (2015) informé que los limones, ademas de otras
seis especies de Citrus, son hospedantes naturales de OFV-citrus, causando
sintomas similares a la leprosis en México (observaciones en campo). De manera
igual, mencionan que no hay informes confirmados de toronjas infectandas con
CiLV-C, aunque tal especie esta reportada como hospedante de OFV-citrus en
nuestro pais. Por lo que, este podria ser un primer reporte de la transmision de

CiLV-C a limon persa y toronja por B. yothersi.
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Ademas, cabe destacar que en la mayoria de los trabajos de transmisién de CiLV-
C, se ha utilizado a la naranja y en menos proporcion mandarina u otras especies;
asi como, plantas indicadoras, posibles hospedantes alternos y los pocos que
existen hacen referencia a la presencia de sintomas observadas en campo (Freitas-
Astua et al., 2008), por lo que es importante ampliar el conocimiento sobre el nUmero
de especies hospedantes de la leprosis, ya que esto podria derivar en cambios en
los patrones de dispersion y abundancia de los acaros y en consecuencia en el

disefio de estrategias de manejo integrado de la enfermedad en el campo.

Desde la detecciéon de la enfermedad con base a observaciones en campo; asi
como con varios trabajos realizados de transmisién, se ha ratificado que la especie
naranja es la mas susceptible a la leprosis, sin embargo, Freitas-Astua et al. (2008)
sefialan que es factible encontrar fuentes de resistencia a la leprosis dentro del
género Citrus, particularmente en las limas acidas y limones, algunas tangerinas y
sus hibridos, como el tangor 'Murcott’, que presentan un alto grado de resistencia.
También indican la posibilidad de que otras especies de rutaceas pueden ser
susceptibles a CiLV, albergar el virus y ser asintoméaticas por lo que es determinante
generar esta informacién base para la definicion de planes de manejo de la

enfermedad.

De igual manera, en el estudio y comprension de este patosistema (CiLV — acaro
vector Brevipalpus spp. — citricos), es factible el uso de plantas indicadoras como
Aradiopsis sp. y/o Phaseolus vulgaris, ya que en estas la manifestacién de sintomas

ocurre alrededor de cinco dias (Tassi et al., 2017), situacion opuesta de los citricos,
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donde los sintomas aparecen en un periodo que oscila entre los 15 y 60 dias
después de la inoculacion o en el caso del presente estudio, que después de dos

meses no hubo registro de sintomas.

Para México es importante conocer la relacién patdgeno-hospedante, no solo con
naranja dulce (citrico con la mayor superficie en nuestro pais), si no con el resto de
las especies de citricos, como son el limén persa, del cual en los ultimos afios ha
incrementado la superficie establecida; asi como con el limén mexicano que es una
especie importante para la industria agroalimentaria y para mercado de exportacion
e interno del pais. Esto debido a que la mayor parte de las investigaciones sobre
esta enfermedad y su vector, se han hecho principalmente en Brasil, que es uno de
los mayores productores de naranja en el mundo y donde los dafios son mas
severos por la presencia de la enfermedad y del mismo vector (altas poblaciones en
campo observadas), cultivo en el que se invierte alrededor de $80 millones de USD
en el control del acaro, situacién que para ellos es preocupante, por lo que han
estado trabajando en el tema del mejoramiento genético para generar variedades

resistentes a la enfermedad.

Asimismo, la eficiencia de transmision de CiLV-C por hembras adultas de B. yothersi
puede estar determinada por la preferencia que este acaro vector tiene por algin
hospedante citrico, ya que se observo que esta especie, se establecié mejor en
citricos dulces que en agrios, lo que conlleva a que su comportamiento alimenticio
fue mejor en naranja dulce y mandarina que en limon persa, por lo anterior pudo

haber mas posibilidades de la transmision del virus a la hojas infestados con los
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acaros viruliferos, sin considerar que existio la posibilidad de que cierto porcentaje
de individuos portaba el virus, como lo obtuvieron Rodrigues y Childers (2013),
quienes obtuvieron una taza de transmision no superior al 11% por hembras adultas
de B. phoenicis; asi como una supervivencia y establecimiento en las plantas

infestadas de naranja del 80%.

Después de dos meses de la infestacion de acaros viruliferos, Freitas-Astua et al.,
(2008), encontraron acaros de diferentes estados de desarrollo biolégico, de huevo
a adulto, en todos sus genotipos evaluados, lo cual coincide con lo obtenido en este
estudio, ya que tanto los citricos dulces como &cidos se estableci6 B. yothersi (formé
colonias en las hojas infestadas), en mayor proporcion en naranja y mandarina; lo
cual también observaron Freitas-Astua et al., (2008), una variacion en el nimero de
acaros en cada una de las plantas experimentales. Esto demuestra que no hubo
resistencia a la presencia del acaro vector por parte de las especies de citricos
evaluadas. Aunque, Freitas-Astla et al. (2008), sugieren que es necesario mayor
tiempo de evaluacion para confirmar una respuesta diferencial entre genotipos, en

cuanto a la colonizacion y al establecimiento del vector.
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7. CONCLUSIONES

Las hembras adultas de B. yothersi adquirieron CiLV-C en todos los tiempos
evaluados, aunque la carga viral del mismo no estuvo definida por el tiempo de
adquisicién (alimentacion), debido a que no hubo diferencias significativas entre los
diferentes tiempos evaluados. No obstante, a 24 h de adquisicion se registro la

mayor concentracion del virus (502216.66 pL™).

Las hembras adultas de B. yothersi son capaces de transmitir CiLV-C a diferentes
especies citricas, tanto dulces como acidas (confirmado por PCR en tiempo real),
con preferencia en naranja-mandarina que en toronja-limén persa (X?1= 16.33,

P<0.001).

Las hembras adultas de B. yothersi tienen la capacidad para establecerse y
desarrollarse (formacién de colonias con presencia de huevos, larvas, ninfas y
adultos) en las diferentes especies de citricos evaluadas, aungue mantiene
preferencia hacia los citricos dulces como naranja y mandarina, debido a que el

namero de individuos contabilizados fue mayor en éstas.
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