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RESPUESTA FISIOLÓGICA DE Citrus sinensis L. Osbeck y C. latifolia Tanaka 

INOCULADOS CON AISLADOS ATENUADOS DE Citrus tristeza virus  

Rosalba Contreras Maya, Dra. 
Colegio de Postgraduados, 2022 

RESUMEN 

Citrus tristeza virus (CTV) es una de las principales amenazas para la producción y 
calidad de los cítricos en todo el mundo. En México, más del 90% de los árboles de 
cítricos se encuentran injertados sobre naranjo agrio (Citrus aurantium L.), el cual es un 
portainjerto susceptible a CTV cuando está injertado con naranjo (C. sinensis [L.] 
Osbeck), lima persa (C. latifolia Tanaka), pomelo (C. paradisi Macf.) y mandarino (C. 
reticulata Blanco). En una primera etapa, se estudió la diversidad de variantes de CTV 
en huertos citrícolas en las principales zonas productoras de Veracruz. El análisis 
filogenético de las muestras secuenciadas reveló que los aislamientos en estudio 
tuvieron semejanza con los aislados T30, T3 y VT. El aislado VT es considerado como 
una variante severa, que causan decaimiento rápido y severo en árboles de naranjo, 
clorosis en las hojas y frutos pequeños; también se encontraron aislamientos 
asintomáticos tipo T30 y T3. La presencia de infecciones mixtas de variantes severas y 
atenuadas fue alta en las áreas estudiadas. Tomando en cuenta la presencia de 
variantes atenuadas, en una siguiente etapa, se procedió a la obtención de plantas Citrus 
sinensis y Citrus latifolia con presencia de dos variantes (T30 + T3) de CTV como 
candidatos promisorios para la protección cruzada. Posteriormente en una tercera etapa, 
se evaluó la respuesta fotosintética para determinar su potencial en un programa de 
protección cruzada. Las plantas inoculadas de naranjo y persa con las variantes 
atenuadas mostraron síntomas ligeros o fueron asintomáticas, respuesta similar a las 
plantas de Citrus aurantifolia inoculadas como plantas indicadoras; las inoculaciones con 
CTV no afectaron la fotosíntesis, pero si la transpiración y conductancia. La densidad y 
tamaño de estomas fue diferente entre especies, pero no entre tratamientos. Estos 
resultados proporcionan elementos sólidos para considerar a la protección cruzada como 
una alternativa de protección de cítricos ante la inminente amenaza de variantes severas 
de CTV. 

Palabras clave: Citrus tristeza virus, estomas, fotosíntesis, protección cruzada 
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PHYSIOLOGICAL RESPONSE OF Citrus sinensis L. Osbeck and C. latifolia 

Tanaka INOCULATED WITH ATTENUATED ISOLATES OF Citrus tristeza virus 

Rosalba Contreras Maya, Dra. 
Colegio de Postgraduados, 2022 

ABSTRACT 

Citrus tristeza virus (CTV) is one of the main threats to citrus production and quality 
worldwide. In Mexico, more than 90% of citrus trees are grafted onto sour orange (Citrus 
aurantium L.), which is a CTV-susceptible rootstock when grafted with orange (C. sinensis 
[L.] Osbeck), lime Persian (C. latifolia Tanaka), grapefruit (C. paradisi Macf.) and 
mandarin (C. reticulata Blanco). In the first stage, the diversity of CTV variants in citrus 
orchards in the main producing areas of Veracruz was studied. Phylogenetic analysis of 
the sequenced samples revealed that the isolates under study were similar to isolates 
T30, T3, and VT. The VT isolate is considered a severe variant, which causes rapid and 
severe decay in orange trees, chlorosis in the leaves, and small fruits; asymptomatic 
isolates type T30 and T3 were also found. The presence of mixed infections of severe 
and attenuated variants was high in the studied areas. Taking into account the presence 
of attenuated variants, in the next stage, we proceeded to obtain Citrus sinensis and 
Citrus latifolia plants with the presence of two variants (T30 + T3) of CTV as promising 
candidates for cross-protection. Subsequently, in a third stage, the photosynthetic 
response was evaluated to determine its potential in a cross-protection program. The 
orange and Persian plants inoculated with the attenuated variants showed mild symptoms 
or were asymptomatic, a similar response to the Citrus aurantifolia plants inoculated as 
indicator plants; inoculations with CTV did not affect photosynthesis but did affect 
transpiration and conductance. The density and size of stomata were different between 
species, but not between treatments. These results provide solid elements to consider 
cross-protection as an alternative for citrus protection against the imminent threat of 
severe variants of CTV. 

Key words: Citrus tristeza virus, cross protection, photosynthesis, stomata 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

La tristeza de los cítricos, causada por el Citrus tristeza virus (CTV) es considerada una 

de las enfermedades más devastadoras de los cítricos a nivel mundial. Entre 1930 y 1950 

en Argentina, Brasil, Uruguay, Colombia y Perú causó la muerte de 20 millones de 

árboles, injertados sobre naranjo agrio (C. aurantium L.), especie susceptible al CTV 

cuando es utilizada como portainjerto de naranjo (C. sinensis [L.] Osbeck), lima persa (C. 

latifolia Tanaka), pomelo (C. paradisi Macf.) y mandarino (C. reticulata Blanco); [1 y 2]. 

Entre 1952 y 1980, ocurrieron epidemias similares en Venezuela y Jamaica [3 y 4], 

Florida, USA [5 y 6] y España [7] causando a la fecha daños considerables. 

Existen tres intensidades de síntomas asociados con CTV: 1) severos o graves: 

causados por aislamientos de este patógeno que inducen decaimiento rápido y muerte 

en árboles de cítricos injertados en naranjo agrio (Citrus aurantium L.) y limón (C. limon 

L.); 2) moderados: que provocan picado del tallo en pomelos (C. paradisi Macf.) y 

naranjos dulces (C. sinensis [L.] Osbeck); y 3) leves o atenuados: que producen 

amarillamiento o decoloración de brotes en naranjas agrias, limones y pomelos, que se 

producen en invernadero [8]. 

El análisis de secuencias utilizando genomas completos de varios aislados de CTV de 

todo el mundo permitió reconocer seis variantes: T36, VT, T30, T3, RB, T68 y una entidad 

recombinante denominada HA16-5 [9 y 10]; las variantes VT y T36 han sido descritas 

biológicamente como severas y T30 como leve o atenuada, cada aislado puede inducir 

síntomas diferentes, o incluso asintomático [11 y 12].  
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En México, las primeras detecciones de CTV se realizaron en Tamaulipas (1983) y 

Veracruz (1986). Después en Yucatán, Quintana Roo, Campeche, Morelos, Michoacán 

(2000), así como en Colima y Nuevo León (2005) [13; 14 y 15]. Hasta 2007, la Dirección 

General de Sanidad Vegetal detectó y eliminó plantas infectadas. Sin embargo, esta 

enfermedad dejó de regularse [16, 17 y 18], situación que provocó que la enfermedad y 

sus vectores continuaran expandiéndose en las plantaciones de cítricos. Esto es 

preocupante debido a que en la citricultura mexicana predomina el portainjerto naranjo 

agrio (C. aurantium L.) que lo hace aún más vulnerable al CTV [19].  

En México, hasta la fecha no se tienen reportes de que el CTV haya causado epidemias 

severas como las registradas en otros países, aun cuando en huertos de C. sinensis y 

C. aurantifolia en Baja California, Nuevo León, Tamaulipas y Veracruz existen reportes 

de variantes severas [16; 20 y 21], también, se tiene registro de la presencia de los 

principales áfidos vectores de CTV [15; 17 y 22].  

De acuerdo con Müller y Costa [23], en Brasil, Sudáfrica, Australia y Japón, la protección 

cruzada es la mejor opción para controlar CTV [2]. La protección cruzada, también 

conocida como "preinmunización", es un método de control de virus en plantas, mediante 

el cual una planta se infecta deliberadamente con un aislado leve de un virus para 

protegerla contra el daño causado por un aislado severo del mismo virus [24]. En México, 

la incidencia de plantas con síntomas severos asociados a CTV consistentes en: 

amarillamiento de brotes, muerte de ramas terminales, frutos pequeños e incluso muerte 

repentina de árboles ha aumentado, lo que sugiere que el patógeno está cobrando 
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importancia como factor restrictivo para la citricultura mexicana, altamente vulnerable por 

utilizar el naranjo agrio como portainjerto. 

Estudios recientes de Contreras-Maya y Villegas-Monter [25] señalan la existencia de 

variantes severas de CTV tipo VT en los principales municipios productores de cítricos 

de Veracruz, de darse las condiciones adecuadas este patógeno podría ocasionar una 

epidemia con graves consecuencias económicas; razón por la cual es necesario plantear 

una alternativa sostenible y eficiente para la producción citrícola en México. Con base en 

lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron determinar la presencia y distribución de 

aislamientos de CTV en regiones citrícolas del centro y norte de Veracruz, así como la 

evaluación y selección en condiciones controladas, de aislamientos promisorios para la 

protección cruzada. 

REVISIÓN DE LITERATURA 

Clasificación y morfología de Citrus tristeza virus 

Taxonómicamente Citrus tristeza virus (CTV) se ubica en el género Closterovirus y 

familia Closteroviridae [26]. Los viriones tienen forma de varilla largas y flexibles de 12 x 

2000 nm; constituido de RNA genómico-monocatenario de ̴ 19.3 kb, con dos proteínas 

de la cápside [27] y organizado en 12 marcos de lectura abierta (ORFs- Open Reading 

Frames) (Figura 1). Los ORF 1a y 1b codifican las proteínas para la replicación del virus. 

Los ORFs 6 y 7 codifican las proteínas de cubierta mayor y menor (CP y CPm, 

respectivamente), p61 relacionadas al ensamblaje de viriones [28 y 29]; p6 asociada con 
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el movimiento del virus; p20 y p23 son supresores del silenciamiento del RNA junto con 

la CP; p33, p18 y p13 son importantes en la infección del virus [30; 31 y 32].  

 

Figura 1. Diagrama de la organización genómica de Citrus tristeza virus (CTV). ORFs 

1a-11. PRO: dominio de la proteasa; MT: metiltransferasa; HEL: helicasa; RdRp: RNA 

polimerasa RNA dependiente; HSP70h: homólogo de la proteína de choque térmico 70; 

CPm: cubierta proteica menor; CP: cubierta proteica mayor [29]. 

El genoma del CTV está conformado por secuencias homólogas que varían entre sí 

hasta 4 %. Dentro de la población del CTV existen variantes, genotipos o aislados [33]. 

Cada variante puede inducir síntomas diferentes [16 y 34], o incluso ser asintomática 

[17]. El daño severo se presenta en árboles de naranjo (C. sinensis [L.] Osbeck), pomelo 

(C. paradisi Macf.) y mandarino (C. reticulata Blanco) injertados en naranjo agrio (C. 

aurantium L.), así como en árboles de lima ácida mexicana (C. aurantifolia Swingle) 

independientemente del portainjerto utilizado [35]. 

Variantes de Citrus tristeza virus  

Con base en múltiples marcadores moleculares y análisis filogenéticos, se tienen 

identificados seis variantes: T36, T30, VT, RB, T68/B165 y T3/NZ-M16 [9; 10; 11; 36; 37 

y 38], con diferencias entre estas menores al 5% [8; 36 y 37] y en campo la mayoría de 

los cítricos infectados por CTV suelen presentar más de una variante [39; 40 y 41].  
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Cambios fisiológicos causados por virus  

Durante la infección del virus en la planta, se llevan a cabo diversos eventos; en la célula 

inicialmente infectada ocurre la replicación y ensamblaje intracelular de las proteínas y 

RNA virales; el movimiento célula a célula es mediado por una o más proteínas de 

movimiento a través de plasmodesmos; por último, la multiplicación de virus en las partes 

distantes de la planta [42; 43 y 44]. 

Transmisión de Citrus tristeza virus 

El virus es transmitido por áfidos de manera semipersistente, dentro de los cuales los 

cuatro vectores principales son Aphis gossypii (Glover), A. spiraecola (Patch), Toxoptera 

aurantii (B de F) y T. citricida (Kirkaldy) [8 y 45]. La eficiencia de la transmisión depende 

de la especie del pulgón transmisor, la variante del virus, el portainjerto y la variedad, 

además de las condiciones ambientales. T. citricida se reporta como el vector más 

eficiente y está presente en el sur y centro de América, desde la cuenca del Caribe, el 

sureste de México (de Veracruz a Yucatán), Hawai y Florida [46]. A. gossypii también se 

ha considerado como vector eficiente de CTV [47]. 

Síntomas ocasionados por Citrus tristeza virus  

Los síntomas que causa CTV difieren entre variedades. Los síntomas típicos de esta 

enfermedad se asocian a menor vigor de los árboles, crecimiento deficiente y desarrollo 

de frutos pequeños [8]. En árboles cuyo portainjerto es naranjo agrio (Citrus aurantium 

L.), ocurre decaimiento repentino que conduce a su muerte. Otro síntoma es el picado o 

acanaladura del tallo en naranjo (C. sinensis [L.] Osbeck), lima persa (C. latifolia Tanaka) 
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y pomelo (C. paradisi Macf.) independientemente del portainjerto utilizado, que conlleva 

a la reducción del tamaño y calidad del fruto, así como a la reducción del vigor del árbol. 

El tercer síntoma es el amarillamiento de las hojas en limón y pomelo que ocasiona el 

retraso del crecimiento [8; 31 y 41]. 

Para evaluar la severidad de variantes de CTV se realizan bioensayos en plantas 

indicadoras de limón mexicano (Citrus aurantifolia Swingle), pomelo 'Duncan' (C. paradisi 

Macf.) y naranjo dulce 'Madame vinous' (C. sinensis [L.] Osbeck) injertando parches de 

corteza [48]. En estas plantas se pueden observar los síntomas clásicos cuando se trata 

de variantes severas.  

Estrategias de manejo CTV-Áfidos  

El manejo de las enfermedades virales en distintos cultivos se basa en la prevención así 

como en la aplicación de medidas en los puntos vulnerables del ciclo del patógeno, para 

ello es preciso el diagnóstico y el entendimiento del ciclo de la enfermedad, incluyendo 

los factores abióticos que pueden influir y las labores culturales que se realizan. 

Una de las medidas de control más prometedoras es la protección cruzada, que consiste 

en la inoculación previa de plantas con una variante no severa del virus, que inducirá 

síntomas ligeros o asintomáticos y que brindará protección contra la infección de 

variantes severas en campo [49]. 

La protección cruzada fue aplicada por primera vez por McKinney en 1929 con Tobacco 

mosaic virus, donde las plantas de tomate muestran ligeros mosaicos en comparación 

con las testigos positivas [50] y a partir de entonces, se ha utilizado como una estrategia 
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para el manejo de enfermedades causadas por  Citrus tristeza virus [51 y 52], Cucumber 

green mottle mosaic virus [53], Soybean mosaic virus [54], Cucumber mosaic virus, 

Watermelon mosaic virus [55], Tomato mosaic virus [56 y 57], East African Cassava 

mosaic virus-Uganda [58], Papaya ringspot virus [59], Pepper mild mottle virus [60],  

Zucchini yellow mosaic virus [61 y 62], Bean yellow mosaic virus, Clover yellow vein virus 

[63] y Pepipo mosaic virus [64].  

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en el caso del CTV a gran escala en 

plantaciones comerciales de cítricos, especialmente con naranjo Pêra en Brasil, donde 

se han protegido más de 80 millones de árboles. También se ha utilizado en Australia 

para la protección del pomelo Marsh contra variantes severas, así como para la 

protección del pomelo Star Ruby en Sudáfrica, naranjo Navel y lima en Perú, pomelo en 

Argentina y C. hassaku en Japón, gracias a lo cual ha continuado la producción comercial 

de esas variedades de cítricos a pesar de la presencia de variantes severas del CTV en 

esas regiones [65 y 66]. 

Mecanismos de defensa en plantas a patógenos  

Se ha observado que en las plantas de naranjo agrio inoculadas con CTV no se reduce 

el floema ni ocurre necrosis de los tubos cribosos, mientras que cuando se utiliza como 

portainjerto y se infecta con CTV, existe necrosis evidente lo que afecta el suministro de 

carbohidratos hacia las raíces causando la muerte de las raicillas y al final se observa 

decaimiento del árbol por el suministro deficiente de agua y nutrientes. Dichos 

acontecimientos no ocurren en portainjertos tolerantes, trabajos previos han demostrado 
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que el mecanismo de defensa del naranjo agrio es la muerte celular o reacción de 

hipersensibilidad (RH) en la zona de infección [67; 68]. En la HR intervienen las especies 

reactivas de oxigeno (ROS), peróxido de hidrogeno (H2O2) e incremento de óxido nítrico 

(NO) [69], la síntesis enzimas como: catalasas y peroxidasas, así como compuestos 

como fenoles, fitoalexinas y ligninas que protegen las paredes celulares [70].  

Cambios fisiológicos causados por virus 

Los patógenos pueden causar modificaciones sustanciales en la fisiología del 

hospedante, lo que puede ocurrir directamente a través de la secreción de enzimas líticas 

y toxinas o indirectamente a través de las respuestas del hospedante inducidas por el 

patógeno. Entre los procesos fisiológicos relevantes, la fotosíntesis es la más afectada 

por patógenos foliares [66; 67 y 68]. 

El transporte de CO2 y vapor de agua, impulsado por la fotosíntesis, respiración y 

transpiración, es fundamental en las hojas y están involucrados en el suministro de 

energía y compuestos necesarios para varios procesos metabólicos. La infección por 

virus a menudo disminuye la actividad fotosintética e incrementa la apertura de los 

estomas [69; 70 y 71]. La síntesis y acumulación excesiva de una proteína viral en las 

células vegetales también pueden alterar la composición de las proteínas endógenas y 

ocasionar la reducción significativa de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa 

(RuBisCO) [72 y 73], que es la enzima clave para la asimilación fotosintética del CO2; sin 

embargo, hasta donde se sabe, no se ha realizado ningún estudio para examinar los 

efectos de la infección viral en el intercambio de gases de las hojas. 
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Los estomas también permiten que ciertos hongos, bacterias y nematodos entren a la 

planta. En los últimos años, se ha reconocido que los estomas forman parte del sistema 

de defensa innato de la planta [74 y 75]; a diferencia de los hongos y bacterias, se 

desconoce si la infección viral en hospedantes susceptibles reduce la densidad 

estomática, índice estomático, ocasiona menor pérdida de agua por transpiración y 

disminuye la apertura o desarrollo de los estomas [76]. 
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CHAPTER I. PREVALENCE OF MILD T30, T3, AND SEVERE VT STRAINS OF 

CITRUS TRISTEZA VIRUS IN CENTRAL-NORTHERN VERACRUZ, MEXICO1 

1.1 ABSTRACT 

The presence and distribution of Citrus tristeza virus (CTV) strains on plants of four citrus 

species required analysis of plants showing small fruits, yellowing, and twig dieback. 

Typical citrus tristeza symptoms showed in citrus plantations in Veracruz, Mexico, and 

caused gradual deterioration, low yield, and death of the plants. Seven citrus-growing 

municipalities in Central and Northern Veracruz presented the severe VT strain: the 

incidence in seven of the eight sampled municipalities ranged from 7% in Alamo to 50% 

in Tihuatlan. As for the T30 strain, its presence and distribution ranged from 17% in 

Tihuatlan to 83% in Cuitlahuac. Values for the T3 strain went from 20% in Castillo de 

Teayo to 50% in Papantla. In Tihuatlan, two samples were positive for the T36 strain. 

Only Citrus sinensis has historical recording infections by severe strains of CTV, unlike 

other important citrus species. The incidence of orchards quickly declining increases 

rapidly in Veracruz, the largest citrus producer in Mexico. It becomes critical as the 

predominant and sensitive rootstock is sour orange (Citrus aurantium L.). It is important 

to note that the specific primers used could not be identified in 29% of the samples, 

suggesting that they could be other than T30, T3, VT, and T36 strains. 

Keywords: Citrus, Incidence, Strains, Quick decline, Severity 

                                            

1Publicado como artículo científico en: American Journal of Plant Sciences, 2022, 13: 494-505. 
https://doi.org/10.4236/ajps.2022.134032 
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1.2 INTRODUCTION 

The Mexican citrus industry has various phytosanitary challenges like Citrus tristeza virus 

(CTV), Citrus psorosis virus (CPsV), Citrus leprosis virus (CiLV), Citrus exocortis viroid 

(CEVd), Citrus viroid II (CVd-II), Candidatus liberibacter asiaticus (CLas), Xanthomonas 

axonopodis citri, and Xylella fastidiosa subsp. pauca [82] and other unknown alterations 

such as blight and wood pocket. They all affect production, and it is difficult to define the 

most important disease in Mexico. Nonetheless, as CTV has caused damage to citrus in 

various countries since 1900, to this date, it continues to be the most devastating viral 

disease. 

Citrus tristeza virus belongs to the genus Closterovirus, family Closteroviridae, with 

filamentous particles 2000 nm long x 11 nm in diameter. The genome consists of a 19.3 

kb positive-sense RNA molecule with 12 open reading frames (ORFs) encoding up to 19 

proteins [9, 83, and, 84]. Aphis gossypii (Glover), Aphis spiraecola, Toxoptera aurantii, 

and Toxoptera citricida are four aphid species that can transmit CTV. The virus transmits 

readily by grafting and the aphid species mentioned above in a semi-persistent manner 

[85, 86]. Mexico's main citrus growing areas contain A. gossypii (Glover), A. spiraecola, 

Aphis fabae, and T. aurantii [87]. 

CTV has been a recurrent citrus disease worldwide. Between 1930 and 1950 in 

Argentina, Brazil, Uruguay, Colombia, and Peru, CTV killed 20 million trees grafted onto 

sour orange (Citrus aurantium L.), a CTV susceptible species when grafted. A similar 

epidemic occurred in Venezuela and Jamaica in 1980 [2]. Since 1952, CTV emerged in 

Florida, USA [6], which has caused considerable damage [16]. 
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In Mexico, Citrus sinensis trees showed CTV for the first time in Tamaulipas in 1983. 

Later, from 1986 to 1993 orchards and nurseries in different municipalities of Veracruz 

detected positive plants, while it spread to Yucatán, Quintana Roo, Campeche, Morelos, 

Michoacán by 2000, and to Colima, and Nuevo León by 2005 [12, 16, and, 88]. 

The three main symptoms associated with this pathogen are: i) quick decline of sweet 

orange on sour orange (C. aurantium L.); ii) stem pitting in grapefruits (Citrus paradisi 

Macf.) and oranges (Citrus sinensis [L.] Osbeck); iii) seedling yellows on sour orange [8]. 

Several CTV strains have been identified: VT, T36, T30, T3, RB, and T68 [9 and 45]. T36 

and VT have been biologically described as severe strains, while T30 is mild [11 and 88]. 

In 2017, in Northern Veracruz, orchards of C. sinensis, Citrus latifolia, Citrus reticulata, 

and C. paradisi showed trees with combined symptoms such as defoliation and yellowing, 

twig dieback, and eventual tree death. This growing problem causes gradual deterioration 

and low yield, shortening orchards' productive life. 

The pathogen is gaining importance as a limiting factor for the Mexican citrus industry 

due to the extensive use of the highly vulnerable C. aurantium. The incidence of plants 

with symptoms associated with CTV is increasing. This research evaluated the presence 

and distribution of CTV strain in citrus-producing municipalities in Central-Northern 

Veracruz, Mexico.  

1.3 MATERIALS AND METHODS 

1.3.1 Sampling area 

The study comprised the main citrus-producing areas of Central-Northern Veracruz in 
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commercial orchards of C. sinensis, C. latifolia, C. reticulata, and C. paradisi of different 

ages, located in the municipalities of Alamo, Castillo de Teayo, Cazones, Cuitlahuac, 

Martinez de la Torre, Papantla, Tihuatlan, and Tuxpan. Sampling focused on trees with 

yellowing symptoms, decline, death of annual branches, and small fruits. From up to two 

trees, samples included four vegetative shoots in active growth from each orchard (one 

shoot per cardinal direction). 

1.3.2 RNA Extraction 

The number of samples per municipality varied: six in Cuitlahuac, nine in Martinez, 10 in 

Papantla, 15 in Alamo, 18 in Tihuatlan, 18 in Castillo de Teayo, 22 in Cazones, and 22 in 

Tuxpan. Samples per species divided as seven of C. paradisi, 22 of C. latifolia, 24 of C. 

reticulata and 67 of C. sinensis, as in some sampling areas only one citrus species is 

grown. 

RNA extraction followed this protocol: 0.2 g of the midrib of leaves was macerated in a 

mortar with liquid nitrogen until obtaining a fine powder; the powder was transferred into 

a 2 mL microcentrifuge tube with 750 µL of EB1 and 75 µL of 20% SDS and mixed on a 

vortex (BenchMixerTM). The tubes were incubated at 65 °C for 20 min in a Dry Block 

Heater (Select BioProducts), mixing them with inversion every 5 min; 250 µL of 5M KOAC 

were added and incubated at 4 °C for 20 min. Subsequently, they were centrifuged at 

13,500 rpm at 10 °C for 20 min; 600 µL of the supernatant was transferred to a 1.5 mL 

microcentrifuge tube with 540 µL of isopropanol, incubated at -20 °C for 30 min, then 

centrifuged at 13,500 rpm at 10 °C for 15 min. The supernatant was discarded, and the 

pellet was allowed to dry. The pellet was then dissolved with 700 µL of EB2 at 4 °C for 12 
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h. The tubes were centrifuged at 13,500 rpm at 4 ° C for 15 min. 600 µL of the supernatant 

were transferred into a 1.5 mL microcentrifuge tube containing 500 µL of isopropanol and 

75 µL of 3M NaOAC. The tube was mixed by inversion five to 10 times and centrifuged 

at 13,500 rpm at 4 °C for 10 min. The supernatant was discarded, 1 ml of 75% ethanol 

was added to the formed pellet, and the mixture was centrifuged at 13,500 rpm at 4 °C 

for 10 min. The supernatant was removed, and the pellet was allowed to dry; once dried, 

the pellet was resuspended in DNase-free water. Nucleic acid concentration and purity 

were verified with a NanoDropTM 2000 spectrophotometer. 

1.3.3 Amplification of CP Genomic Region by RT-PCR 

Table 1.1 Genotype-specific primer sequences were used for reverse-transcription 

polymerase chain reaction to amplify Citrus tristeza virus (CTV) strains. 

Strains  Polarity Sequences from 5´ to 3´  Product 
size 

CTV Forward (F)  AAC GCC CTT CGA GTC TGG GGT AGG A 273 
 Reverse (R) TCA ACG TGT GTT GAA TTT CCC AAG C  
T30 Forward (F)  TGT TGC GAA ACT AGT TGA CCC TAC TG 206 
 Reverse (R) TAG TGG GCA GAG TGC CAA AAG AGA T  

T3 Forward (F)  GTT ATC ACG CCT AAA GTT TGG TAC CAC 
T 

409 

 Reverse (R) CAT GAC ATC GAA GAT AGC CGA AGC  
VT Forward (F)  TTT GAA AAT GGT GAT GAT TTC GCC GTC 

A 
302 

 Reverse (R) GAC ACC GGA ACT GCY TGA ACA GAA T  
T36 Forward (F)  TTC CCT AGG TCG GAT CCC GAG TAT A 836 

 Reverse (R) CAA ACC GGG AAG TGA CAC ACT TGT TA  

Two-step RT-PCR was performed. Synthesis of cDNA was performed using M-MLV 

reverse transcriptase (PROMEGA) with modification in the reverse transcription reaction 

(RT), 0.5 µL of each forward and reverse primer (Table 1) [12 and 89] were added into a 

0.2 mL microcentrifuge tube with 4 µL water and 2 µL of RNA (200 µg µL-1) from each 

sample. The tubes were incubated at 72 °C for 5 min and then placed on ice for 10 min. 
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Into each microcentrifuge tube, 4  µL of the mix containing 2 µL Buffer 5X of M-MLV 

(PROMEGA), 1 µL of DTT 0.1M (PROMEGA), 0.5 µL of dNTP's Mix (PROMEGA), and 

0.15 µL of M-MLV reverse transcriptase (PROMEGA). Reverse transcription was 

performed at 42 °C for 60 min, followed by inactivation at 72 °C for 10 min. 

PCR was performed in a total reaction volume of 9 µL of the reaction mix. This mix 

contained 2 µL of Green buffer GoTaq DNA polymerase (PROMEGA), 0.4 µL of MgCl2, 

0.2 µL of dNTP's mix, 0.6 µL of each primer F and R [12 and 16], 0.1 µL of GoTaq DNA 

polymerase (PROMEGA), 5.1 µL of DNase-free water, and 2 µL of cDNA. The PCR 

conditions proposed by [89] were followed, and the five strains (T36, VT, T3, B165, and 

T30) were those proposed by Roy [12]. The products were visualized on a 2% agarose 

gel with ethidium bromide. 

1.3.4 Sequencing and phylogenetic analysis  

The samples that tested positive were sent to Macrogen Corp. for Sanger sequencing. 

The sequences were assembled with the DNA BASER software and compared with those 

deposited in the National Center for Biotechnology Information (NCBI). Five sequences 

obtained in this study were deposited in the GenBank database (MN545966, MN545967, 

MN545968, MN545969, and MN545970). The phylogenetic analysis was performed with 

the Neighbor-Joining (NJ) method and the nucleotide substitution model obtained was K2 

(Kimura 2 parameters); a bootstrap of 500 repetitions was performed with the MEGA 

software. 
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1.4 RESULTS AND DISCUSSION 

1.4.1 Citrus tristeza virus detection  

In six out of the eight municipalities, the percentage of samples positive for CTV was higher 

than 50% (Figure 1.1). The reason might be that C. sinensis dominates in Alamo, Castillo 

de Teayo, Cazones, Papantla, and Tihuatlan, and most of the cultivars from this species 

produce three vegetative sprouting per year. In contrast, C. reticulata (in Tuxpan) produces 

a single vegetative sprouting per year, while in Cuitlahuac, C. latifolia, the prevalent 

species, has three to four vegetative sprouting affected by the weather. These species 

then become the preferred hosts for the main vectors (aphids). Our results agree with [90], 

who mentioned that CTV is semi-persistently transmitted by A. gossypii, T. citricida, and 

T. auranti, among other aphids. The results for Martinez de la Torre are enigmatic as C. 

latifolia dominates, similarly to Cuitlahuac, yet their outcomes differ; a more intensive 

technology usage that increases the number of pest control applications might be the 

reason for this discrepancy. 

Figure 1.1 Incidence (%) of Citrus tristeza virus in eight municipalities in Central and 

Northern Veracruz, Mexico. 

It is essential to indicate that since 1986, [91] mentions CTV detection in Ixtacuaco, 

Veracruz, a community located on the limits of Martinez de la Torre. The time between 
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studies (32 years) presumes a higher incidence percentage. This situation occurred in 

Brazil and Argentina with the brown citrus aphid (T. citricida) as a vector, and the rapid 

spread of the Citrus tristeza virus caused the death of millions of trees grafted onto C. 

aurantium in the 1930s and 1940s [92]. In Mexico, CTV was first detected in 1983 and 

then the primary vector in 2000; it is probably for this reason that it took longer for the 

disease to spread. 

The results obtained in Veracruz coincide with findings in Spain, where the disease took 

54 years to become an epidemic as there was no vector; while in Brazil, where a vector 

existed, the process took five to 10 years [51]. The detection of T. citricida in Quintana 

Roo [93] resulted in predictions of an increase in strains and severe CTV symptoms as in 

other countries [94]; however, the reasons for the lack of correlation between vector 

dispersion in Mexico and disease spread are unknown. 

The virus may have already infected most producing orchards in the state of Veracruz, but 

it is necessary to verify this. Extensive surveys are necessary for all citrus-producing areas 

in Mexico as the virus might be present in other citrus-producing states. 

This study found CTV in 100% of the C. paradisi samples, followed by C. latifolia in 82% 

of the samples, C. sinensis in 60%, and C. reticulata in 46% (Figure 1.2). Differences in 

cultivar incidences may depend on various factors that influence the CTV transmission 

rate, such as cultivars that produce more shoots per year, aphid species and their 

reproduction rates changing with the local environmental conditions [47], use of non-

certified vegetative material, and orchard management (e.g., pruning) with infected tools 

[95]. 
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Figure 1.2. Percentage of positive samples for Citrus tristeza virus by species. 

The presence of CTV in all the municipalities and cultivars sampled may result from using 

infected material as most producers acquired their plants in non-certified nurseries and 

with sour orange (C. aurantium L.) rootstock. Thus, certification programs are essential to 

prevent the introduction of severe CTV strains or other pathogens associated with citruses. 

Besides the main insect vectors, four species of aphids have shown the ability to transmit 

CTV: A gossypii, A. spiraecola, T. aurantia, and T. citricida. The last species mentioned is 

a highly efficient transmission vector for CTV, up to 25 times. Where T. citricida is absent, 

A. gossypii becomes the primary vector of CTV [36, 96, and 97]. 

Nevertheless, in Mexico, the distribution and transmissibility of CTV, or the main citrus-

associated aphids in Central and Northern Veracruz, is not known. A pest currently widely 

in most citrus-producing areas, Diaphorina citri, acts as a CTV vector [98]. In some states 

of Mexico, given the conditions of humidity, temperature, and alternate hosts, D. citri can 

be found throughout the year [99]. 

1.4.2 Citrus tristeza virus strain detection  

This study employed RT-PCR for five different strains with specific primers: T30, T3, B165, 

VT, and T36. Out of the 120 samples analyzed, 76 were positive for CTV. All eight 
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municipalities studied contained the T30 strain (Figure 1.3): the incidence ranged from 17 

in Tihuatlan to 83% in Cuitlahuac. Thus, all municipalities studied have the disease and, 

indeed, most other municipalities of Veracruz. Notoriously, visible symptoms do not 

appear under the T30 strain, even in key lime (C. aurantifolia Swingle) indicator plants 

[100]. The lack of symptoms may explain why no tree deaths have occurred in Mexico.  

Figure 1.3. Incidence of Citrus tristeza virus strains in eight municipalities of Veracruz, 
Mexico. 

The VT strain, considered severe [101], was found in seven municipalities, with incidence 

from 7% in Alamo to 50% in Tihuatlan (Figure 1.3). This prevalence might explain the 

observed tree deaths in the north of Veracruz and put the country's citrus industry at risk 

since C. aurantium is the principal rootstock. Epidemics related to CTV have occurred at 

different times in Ghana (1938), California (1939), Florida (1951), Spain (1957), Israel 

(1970), and Venezuela (1980); those countries had C. aurantium as a rootstock [102]. We 

highlight the above as the observed symptoms in the field coincide with those reported in 

the literature by [12 and 103]: small fruits attached to the plant, defoliation, and quick tree 

death. The T3 strain was detected in six municipalities, from 20% in Castillo de Teayo to 

50% in Papantla. 
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In Tihuatlan, CTV-positive samples for T30 and VT strains (Figure 1.4), also tested 

positive for T36 (33%), which is considered the most aggressive type worldwide [45 and 

101]. All strains are associated with severe leaf symptoms (vein clearing or leaf cupping), 

mild to moderate stem pitting on all replicates of key lime, as well as little or no stunting 

(depending on replicate) on this host [104]. Our results conclude that this strain should be 

present in other municipalities; thus, more exhaustive studies are required.  

Figure 1.4. Simplex reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). 

Amplicons were obtained from Citrus tristeza virus (CTV)-T30 (206 bp), CTV-T3 (409 bp), 

and CTV-VT (302 bp). Lanes 1 and 22 are 100-bp molecular marker ladder; lanes 2, 9, 

and, 16 were positive controls; lines 3 to 7, 10-14, and 17 to 21 citrus samples; and lanes 

8, 15, and 22 were negative controls. 

The results indicate rapid progression affecting Veracruz and other producing states; 

NOM-031-FITO-2000 and NOM-079-FITO-2002 standards, CTV continues spreading. 

Moreover, in the Mexican citrus orchards, sour orange (C. aurantium L.) is the prevailing 

rootstock, making it even more vulnerable to CTV. 

In most municipalities, sampled trees showed yellowing of shoots, leaves, and small fruits, 

dieback of twigs, and debarking of the trunk and branches. In Cazones and Tihuatlan, the 

cultivars sampled corresponded to C. sinensis and C. reticulata, in most cases grafted 

1        2      3       4       5       6      7       8       9      10     11    12     13    14     15     16     17    18     19     20    21     22     

23 
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onto C. aurantium; current knowledge indicates that CTV symptoms vary depending on 

the virus strain and the cultivar/rootstock combination [105]. The most often described 

symptoms are deterioration and death in cultivars of C. sinensis, C. reticulata, and C. 

paradisi. In C. aurantium, "stem pitting" is commonly observed resulting from aberrant 

phloem development. "Yellowing" is characterized by growth retardation and leaf chlorosis 

in C. sinensis and C. paradisi [106]. Aggressive strains and the cultivar/rootstock 

combination cause tree death and substantially decrease plant yield and vigor, resulting 

in cumulative economic losses. The CTV positive trees in Cazones, Cuitlahuac, and 

Tihuatlan showed yellowing of shoots, leaves, and small fruits, dieback of twigs, and rapid 

deterioration. 

1.4.3 Citrus tristeza virus strain phylogeny   

The sequences of each isolate were read in Bioedit, aligned, and compared with GenBank 

and showed a similarity of up to 100% with CTV strains. For phylogenetic analysis, three 

sequences (AF260651.1, EU857538.1, and MN545966) were selected. Therefore, based 

on this analysis, strains of the virus can be detected with specific primers as proposed by 

Roy et al. [12] for an endpoint RT-PCR. The dendrogram (Figure 1.5) shows three 

groupings: CTV type T30, T3, and VT. The Citrus tristeza virus has caused epidemics in 

citrus cultivation worldwide for two centuries. Stain T36 and VT mainly caused quick tree 

decline. Stem pitting, often caused by T3 or T68, substantially reduces the growth and fruit 

quality of C. paradisi, C. sinensis, and C. aurantifolia trees, regardless of the rootstock 

used, which limits the type of rootstock and varieties that can be grown commercially 

where these strains are present [12, 36, and 96]. 
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Figure 1.5. Phylogenetic reconstruction of the Citrus tristeza virus was inferred using the 

Maximum Likelihood method based on the Kimura 2-parameter model, with 500 

Bootstrap of 23 sequences, 21 from this study, and two CTV sequences from the Gen 

Bank.  

The high incidence of CTV in the prominent citrus-producing municipalities in the state of 

Veracruz allows us to conclude that: a) producers generally do not use certified material; 

b) the required prophylactic measures are not applied in the handling of pruning tools; c) 

The nursery certification program to produce citrus plants used in Mexico is only partially 

applied. It is vital to acknowledge the current situation in Veracruz, where citrus farming is 

the basis for the livelihood of more than 50,000 families; furthermore, C. latifolia is the 

primary fruit exported to other countries.  

Our results can explain the causes of the accelerated decline of citrus farming in Central-
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 MN545969 Sstrain like VT Tuxpan Veracruz Mexico

 MN545967 Sstrain like VT Tihuatlan Veracruz Mexico
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Northern Veracruz: most sampled plants had damaged trunks, as well as damaged main 

branches from second to fifth or sixth order, showed psosoris (CPsV), exocortis (CEVd), 

cachexia (CVd-II), and HLB (CLas). Additional factors like associated diseases caused by 

Phytophthora, Lasiodiplodia, and Colletotrichum species and the lack of pruning and 

fertilization further promote the decline. The effects show particularly on Persian lime, 

mandarin, orange orchards, and to a lesser extent, grapefruit. 

The potential for future citrus losses from CTV is more significant than previously recorded. 

Therefore, pre-immunization using attenuated strains is the only means to deal with severe 

Citrus tristeza virus strains. According to [107], it has been the best way to control CTV in 

Brazil, South Africa, Australia, and Japan. Pre-immunization as a management strategy 

for CTV could resolve one of the phytosanitary problems in Mexican citrus farming. 

Additionally, the production must be done in certified nurseries and on a scientific and 

professional basis. In addition, the understanding of the relationship between CTV 

isolates, plants, and vectors, which in Mexico is scarce, should be strengthened. The 

combination of the use of certified and pre-immunized buds is undoubtedly the best way 

to control the losses induced by CTV. Before you begin to format your paper, first write 

and save the content as a separate text. 

1.5 CONCLUSION 

The presence of strains like VT in seven of the eight municipalities studied shows the high 

risk of citrus farming in Central-Northern Veracruz, Mexico. On the other hand, it is 

necessary to carry out more exhaustive studies to proactively find strains more severe 

than the VT and T36 strains found in Central-Northern Veracruz.  
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CAPÍTULO II. OBTENCIÓN DE AISLADOS DE CITRUS TRISTEZA VIRUS EN 

VERACRUZ Y SU POTENCIAL EN LA PROTECCIÓN CRUZADA 

2.1 RESUMEN 

En México se detectó a Citrus tristeza virus en 1983 en Tamaulipas y en 1986 en 

Veracruz. Sin embargo, a pesar de eliminar las plantas positivas, la enfermedad continuó 

dispersándose debido a que no existían viveros certificados y la producción de planta se 

realizaba a cielo abierto, aunado a que en la mayoría de las zonas citrícolas se 

encuentran especies de áfidos capaces de transmitir al virus. Para el manejo de la 

enfermedad, existen diversas alternativas, la más utilizada es el empleo de portainjertos 

tolerantes, otra opción de mayor alcance es la protección cruzada, que ha sido usada a 

escala comercial en Brasil desde 1962 y en Sudáfrica desde 1976 con excelentes 

resultados. Frente a la actual problemática en el Norte de Veracruz, se planteó la 

presente investigación, con el objetivo buscar variantes asintomáticas de CTV 

provenientes de campo y evaluar su potencial para la protección cruzada de naranjo 

Campbell y lima Persa. Se utilizaron plantas de lima ácida mexicana provenientes de 

semilla como plantas indicadoras, las cuales fueron asintomáticas cuando tenían dos 

variantes (T30 + T3). Sin embargo, cuando tenían una variante, mostraron ligero 

amarillamiento en las hojas o en la nervadura central. Mediante la indexación biológica 

con Citrus aurantifolia se logró conocer el comportamiento biológico de las variantes 

atenuadas de CTV que pueden utilizarse en programas de protección cruzada para C. 

sinensis y C. latifolia, principales especies de cítricos cultivadas en Veracruz. Así también 

la RT-PCR con iniciadores específicos y secuenciación sanger proporcionaron 

información sólida para corroborar que se estuvo trabajando con dos variantes de CTV.  

Palabras clave: Infección asintomática, Citrus aurantifolia, protección cruzada   
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2.2 INTRODUCCIÓN 

Existen diferentes estrategias para el manejo de enfermedades, dentro de las que 

destaca la prevención, que consiste en implementar técnicas de manejo antes de la 

infección para proteger a las plantas del ataque de algún patógeno específico. La 

utilización de plantas resistentes es considerada como el método ideal para el manejo de 

enfermedades, con esta práctica se reducen las pérdidas causadas por la infección de 

patógenos. En cultivos anuales, el uso de plantas resistentes a enfermedades ha sido 

exitoso; sin embargo, en especies perennes, como los frutales, sigue siendo complicado 

debido a que se requiere de más tiempo para evaluar la resistencia [108].   

En frutales, el uso de portainjertos ha sido una estrategia para controlar enfermedades; 

en el caso de cítricos fue de uso extensivo en 1836, principalmente por problemas con 

Phytophthora [109], en aguacate desde 1950 [110], en cítricos, para el control de CTV a 

partir de 1964 [111]. Desafortunadamente, todos los portainjertos utilizados tienen fallas 

[112], que limitan su supervivencia, así como tolerancia a enfermedades, adaptabilidad 

o influencia en la productividad o calidad de la fruta [113]. En la actualidad, la forma más 

eficiente de proteger las variedades comerciales de cítricos ante variantes severas de 

CTV, es la protección cruzada, con aislamientos asintomáticos de CTV, en variedades 

importantes como naranjo (C. sinensis [L.] Osbeck) cv Pêra en Sao Paulo, Brasil [51] y 

pomelo (C. paradisi Macf.) cv Marsh en Sudáfrica [114]. 

La protección cruza también ocurre cuando existe antagonismo, interferencia homologa 

y exclusión de superinfección. En algunos estudios se ha demostrado que una proteína 

p33 viral no conservada y una región del extremo 5´ que codifica para los RNA 
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subgenomicos y proteasas son las que median la exclusión entre las variantes del virus 

[115; 116]. En la última área del genoma viral de CTV es donde se encuentra la mayor 

diversidad por lo que se supone que modifica a más de un factor que permite al virus 

primario diferenciarse entre sí mismo y otro y así determinar el resultado de la infección 

del virus externo [117].  

Debido a lo anterior, en los últimos años la protección cruzada ha sido la mejor estrategia 

para el manejo de enfermedades virales en cultivos perennes. Las plantas son pre 

inoculadas con una variante de virus que ocasiona síntomas leves o asintomáticos, que 

mostrarán tolerancia a la infección subsiguiente por variantes del mismo virus o 

estrechamente relacionados, que causan síntomas severos o incluso la muerte de 

plantas [57; 118].  

La mayoría de las plantaciones citrícolas fueron destruidas en Argentina y Brasil de 1930 

a 1940 y en Colombia y Perú en 1950, debido a que estaban injertadas en naranjo agrio 

(Citrus aurantium L.), al igual que lo ocurrido en Venezuela y Jamaica (1980) [4]. Lo 

anterior fue a causa de la enfermedad conocida como tristeza de los cítricos, causada 

por el Citrus tristeza virus (CTV), un closterovirus con genoma RNA monocatenario de 

sentido positivo de 20 kb, con 12 marcos abiertos de lectura y regiones no traducibles en 

las terminaciones 5’ y 3’ [119]. Los daños causados por CTV han sido considerables en 

áreas con presencia de aislamientos severos (T36 y VT), que ocasionan rápido 

decaimiento y picado del tallo en variedades susceptibles. Asimismo, se han observado 

pérdidas de productividad en pomelos y variedades de naranjo dulce, aun injertados en 

portainjertos tolerantes [120; 121]. 
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Citrus tristeza virus (CTV) causa una de las enfermedades más devastadoras en cítricos 

y debido a que el uso de portainjertos tolerantes no ha sido la solución para la infección 

de variantes severas, la protección cruzada es usada para disminuir las pérdidas 

causadas por CTV. En Brasil desde 1962 se ha realizado la protección cruzada en Citrus 

sinensis, C. aurantifolia, C. latifolia y C. paradisi con un aislamiento atenuado logrando 

que las plantas no expresen síntomas de tristeza o picado del tallo sin afectar el 

rendimiento y calidad de los frutos [51; 122]. 

Estudios recientes señalan la existencia de variantes severas de CTV en las regiones 

productoras de cítricos de estado de Veracruz [18 y 25]. Estas variantes pueden estar 

asociadas a las pérdidas registradas en los huertos comerciales donde se han tenido 

muerte de plantas de cítricos injertadas en portainjertos tolerantes; los riesgos de 

diseminación de variantes severas a nuevas áreas por áfidos o material vegetativo 

infectado son reales y deben considerarse; por lo tanto, una estrategia que puede ser 

eficaz contra dichas variantes es la protección cruzada. En este contexto, se decidió 

caracterizar biológica y molecularmente variantes atenuadas de CTV con potencial para 

ser utilizadas en programas de protección cruzada.  

2.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.3.1 Muestreo y propagación de plantas  

En una primera etapa se colectaron varetas en árboles positivos a las variantes T30 + T3 

provenientes de huertos comerciales de C. sinensis, C. latifolia, C. reticulata y C. paradisi 

en los municipios de Cazones y Papantla, Veracruz, México. En cada árbol seleccionado 

se muestrearon cuatro brotes vegetativos en crecimiento activo y las yemas de estos se 
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emplearon para injertar 30 plantas de Citrus volkameriana como portainjerto de cuatro 

meses con tallos de 0.5 mm de diámetro.  

Las plantas se mantuvieron en jaulas con malla antiáfidos y se evaluaron visualmente 

por seis meses. En el momento en el que las plantas expresaron brotación y madurez de 

hojas, se realizaron pruebas de RT-PCR con iniciadores específicos para CEVd, CVd-II, 

CPsV y CTV así como PCR para Candidatus Liberibacter asiaticus para asegurar que las 

plantas estuvieran infectadas únicamente por las variantes T30 ó T3.  

Con la finalidad de identificar variantes atenuadas, se realizó un segundo muestreo de 

varetas con síntomas leves o infección asintomática en dos municipios. Se identificaron 

tres árboles (dos en Cazones y uno en Castillo de Teayo), de los cuales se obtuvieron 

varetas que se injertaron en 10 plantas de limón volkameriano. Un mes después, cuando 

ocurrió la brotación de los injertos, y posteriormente cada dos mes durante un año, se 

verificó la identidad de las variantes mediante pruebas de RT-PCR y con evaluaciones 

visuales de síntomas. 

2.3.2 Extracción de ácidos nucleicos  

Se realizó extracción de RNA con el protocolo descrito por Contreras-Maya et al. [18] 

para detectar variantes de CTV mediante RT-PCR [21]. En la reacción de transcripción 

inversa (RT) a cada micro tubo de 0.2 mL se le adicionaron 0.5 µL de cada iniciador 

(sentido y antisentido) con 4 µL de agua y 2 µL de RNA (200 µg µL-1) de cada muestra, 

se incubaron a 72oC por 5 min en un termociclador (Techne® TC-512); posteriormente, 

los tubos se colocaron en hielo por 10 min. A cada muestra se le adicionaron 4 µL de la 

mezcla que contenía 2 µL amortiguador 5X de M-MLV (Promega), 1 µL de DTT 0.1M 
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(Promega), 0.5 µL de dNTP´s Mix (Promega) y 0.15 µL de M-MLV transcriptasa reversa 

(Promega), los micro tubos se incubaron en termociclador a 42 oC por 60 min seguidos 

de 72 oC por 10 min.  

Para la PCR, a cada micro tubo de 0.2 mL se le agregaron 9 µL del mix que contenía 2 

µL de Green buffer GoTaq DNA Polimerasa (Promega), 0.4 µL de MgCl2, 0.2 µL de 

dNTP´s mix, 0.6 µL de cada iniciador, 0.1 µL de GoTaq DNA Polimerasa (Promega), 5.1 

µL de agua libre de DNasa y 2 µL de cDNA. Se siguieron las condiciones de PCR 

propuestas por Roy et al. [12]. Los productos fueron visualizados en un gel de agarosa 

2% con bromuro de etidio. Los productos de PCR se enviaron a Macrogen Corp. para 

secuenciación. Las secuencias fueron ensambladas con el programa DNA BASER y se 

compararon con las depositadas en el Centro Nacional de Información de Biotecnología 

(NCBI).  

2.3.3 Uso de plantas indicadoras  

Un año después de mantener las plantas en condiciones protegidas, se realizó la 

indexación biológica, la cual es necesaria para determinar la actividad biológica de un 

aislamiento de CTV específico, en plantas de lima ácida mexicana (Citrus aurantifolia 

Swingle) provenientes de semilla, especie utilizada como planta indicadora. Las plantas 

de C. aurantifolia de seis meses fueron inoculadas mediante injertos de yemas y trozos 

de corteza, se ha demostrado que las cepas leves de CTV causan solo picadura leve del 

tallo y aclaramiento leve de las nervaduras de las hojas. 
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.4.1 Detección de patógenos    

Durante la primera etapa del estudio, la mayoría de las plantas obtenidas de yemas 

provenientes de campo resultaron positivas a más de un patógeno, por lo que, todas 

fueron eliminadas (Cuadro 2.1). Los cítricos son hospedantes naturales de viroides 

como: Citrus exocortis viroid (CEVd, género Pospiviroid) que induce descortezamiento 

en Poncirus trifoliata, citrange Troyer y lima Rangpur (Citrus limonia), todos ampliamente 

utilizados como portainjertos [123]. Hop stunt viroid (HSVd, CVd-II, género Hostuviroid), 

causa la enfermedad conocida como cachexia, caracterizada por una decoloración, 

secreción de goma, oscurecimiento del floema, picado del tallo, agrietamiento de la 

corteza y retraso del crecimiento en mandarino (C. reticulata Blanco) y sus híbridos [124]. 

Los resultados indicaron la existencia de variantes severas y leves, independientemente 

de la localidad y especie.  

Otra de las enfermedades comunes en cítricos es Huanglongbing (HLB) causada por 

Candidatus Liberibacter asiaticus – CLas, bacteria restringida al floema, no cultivable; 

esta enfermedad se caracteriza por la formación de brotes amarillos sectorizados, hojas 

moteadas, frutos pequeños y semillas abortadas [125]. No existen procedimientos 

curativos efectivos, por lo que su control consiste en evitar que los árboles se infecten. 

Las mejores prácticas de manejo de estas enfermedades incluyen la prevención, 

eliminación del inóculo, desinfestación de herramientas y, en el caso de HLB y CTV el 

control de los vectores.  
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Cuadro 2.1. Detección de patógenos asociados a cítricos en dos municipios de 

Veracruz durante la colecta de varetas 

Procedencia 
de varetas 

Cultivar CTV HLB CEVd Cachexia 
Total de 
plantas 

Primera etapa 
Cazones C. latifolia + + + + 6 
Cazones C. sinensis + - + + 6 
Cazones C. reticulata + + - + 6 
Papantla C. sinensis + + + + 6 
Papantla C. paradisi + + + + 6 

Segunda etapa 
Cazones C. sinensis + - -  10 
Cazones C. sinensis + - -  10 

Castillo de 
Teayo 

C. sinensis + - -  10 

Los síntomas inducidos por CTV incluyen retraso del crecimiento, picado del tallo, 

hundimientos en las hojas, aclaramiento de la nervadura y amarillamiento; en ocasiones 

puede haber infección asintomática según la variante del virus, el momento de la 

infección, portainjerto, especie, cultivar y condiciones ambientales [8].  

2.4.2 Agrupación de plantas de interés  

En el proceso de identificación, las plantas se agruparon en tres orígenes tomando en 

cuenta la procedencia del árbol en: Árbol No. 1, y Árbol No. 2 provenientes del municipio 

de Cazones y Árbol No. 3 de Castillo de Teayo (Cuadro 2.2). Los tres inóculos fueron 

obtenidos de árboles de C. sinensis de huertos comerciales con presencia de CTV tipo 

T30 ó T3. A pesar de que la PCR es una técnica poderosa, sensible y altamente 

especifica que se ha utilizado de manera cotidiana para identificar virus en cítricos, estos 

patógenos pueden ser difíciles de detectar debido a su baja concentración o distribución 

desigual [12; 126]. 
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Cuadro 2.2. Plantas positivas a variantes de CTV injertadas con varetas de tres 

procedencias  

Procedencia del 

inóculo 
Municipio T30 T3 T30 + T3 

Origen 1 (árbol No. 1) Cazones 1 2 7 

Origen 2 (árbol No. 2) Cazones 2 3 5 

Origen 3 (árbol No. 3) Castillo de Teayo 1 1 8 

2.4.3. Prueba biológica  

Las inoculaciones por injerto de yema y de corteza en C. aurantifolia para evaluar la 

patogenicidad [40], fueron eficientes para la transmisión de CTV. Las plantas mostraron 

amarillamiento ligero cinco meses después de la inoculación, especialmente las que solo 

tenían una variante (Figura 2.1). Un mes después de inocular las plantas, el 50 % 

resultaron positivas a CTV y hasta los tres meses que todas las plantas fueron positivas 

por RT-PCR.     

Se observaron plántulas con brotes amarillos en todos los árboles de naranjos que tenían 

una variante, mientras que en las plantas de limón mexicano se observó aclaramiento 

severo de las nervaduras. Sin embargo, cuando se inocularon con ambas variantes, las 

plantas indicadoras fueron asintomáticas.  
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Figura 2.1. Síntomas en hojas de Citrus aurantifolia inoculados con CTV. a) aclaramiento 

de nervadura; b) clorosis generalizada; c) hoja asintomática  

2.4.4 Exclusión de superinfección  

La infección por un virus preexistente para prevenir una infección posterior por el mismo 

virus se denomina exclusión por superinfección. El principio de este fenómeno es limitar 

la multiplicación de dos o más genomas de virus relacionados en la misma célula [10]. 

Se ha demostrado que la exclusión por superinfección es conferida por proteínas 

producidas por el virus primario al infectar una célula huésped, algunas de las cuales 

bloquean la infección y multiplicación del virus secundario [127; 128 y 129]. Es por ello 

que se decidió trabajar con dos variantes para evaluar su respuesta en la inoculación de 

plantas indicadoras de lima ácida mexicana. 

Estudios recientes revelan una coinfección de las variantes VT y T3 así como de VT + 

T30 + T36) [18 y 130], lo cual sugieren que la diversidad genética de CTV es amplia. 

Folimonova et al. [131] demostraron que la exclusión de una superinfección por CTV es 

a) b) c) 
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específica; es decir, que una variante de CTV dada, genera protección hacia otras del 

mismo tipo.  

La exclusión de superinfección por CTV es una función activa controlada por el virus, es 

un proceso que previene la infección por una variante de virus estrechamente relacionada 

[132]; sin embargo, debido a que las plantas en campo frecuentemente presentan 

mezclas de diferentes variantes, sería valioso desarrollar protección cruzada de amplio 

espectro, creando una protección contra múltiples variantes. 

2.5 CONCLUSIÓN 

Se identificaron, propagaron y aislaron plantas positivas a las variantes T30 + T3 con 

potencial para ser utilizadas en protección cruzada. Con base en los resultados 

obtenidos, se establece que la infección de las variantes T30 + T3 puede ser utilizada 

como una alternativa para el manejo de variantes severas de CTV.  
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CAPÍTULO III. RESPUESTA FOTOSINTÉTICA DE CITRUS SINENSIS Y CITRUS 

LATIFOLIA INOCULADOS CON CITRUS TRISTEZA VIRUS VARIANTES T30 Y T3 

3.1 RESUMEN 

Citrus tristeza virus (CTV) es uno de los patógenos más importantes en la citricultura, 

causa pérdidas significativas en el rendimiento de Citrus sinensis y Citrus latifolia, 

especies de importancia económica en México. El control de este virus se realiza 

comúnmente con el uso de portainjertos tolerantes, pero cuando se tienen variantes 

severas de CTV, la forma más adecuada de manejo es la protección cruzada, técnica 

utilizada en Brasil desde 1962, Sudáfrica (1976), Japón (1960), Perú (1970) y Estados 

Unidos de Norteamérica (1980). Debido a que en México se han detectado variantes 

severas, es necesario implementar esta estrategia para la citricultura del futuro en 

nuestro país, por lo que, el objetivo de esta investigación fue determinar si las variantes 

T30 + T3 de CTV, obtenidas de árboles asintomáticos, tienen potencial de usarse en 

protección cruzada. Se registraron los síntomas y se realizó RT-PCR y secuenciación de 

los fragmentos amplificados. Para la caracterización biológica se utilizaron plantas de C. 

aurantifolia como planta indicadora. Las variantes T30 + T3 de CTV no causaron 

reducción en la capacidad fotosintética. Sin embargo, la transpiración y conductancia 

fueron mayores en las plantas inoculadas en comparación con las testigos. La densidad 

estomática y el tamaño de estomas variaron de acuerdo con la especie. Las plantas 

testigo presentaron estomas más anchos y largos. Los resultados sugieren que las 

inoculaciones con las variantes T30 + T3 de CTV brindan protección a las plantas de 

naranjo Campbell y lima Persa, ya que fueron asintomáticas incluyendo las plantas 

indicadoras. Hasta la fecha ningún estudio ha examinado la posibilidad de utilizar dos 

variantes en la protección cruzada como alternativa de manejo de variantes severas de 

CTV. 

Palabras clave: Densidad estomática, fotosíntesis, protección cruzada  



 

37 

3.2 INTRODUCCIÓN 

Los cítricos se consideran dentro de los frutales más importantes a nivel mundial, se 

distribuyen en las regiones tropicales y subtropicales en más de 140 países [133] con 

producción superior a los 38 millones de toneladas. Los principales países productores 

son: China, Brasil, India, México, Estados Unidos de Norteamérica y España [134].  

En México, la superficie cultivada de cítricos es de 571,175 ha y la producción de 

8,548,845 t y es el segundo exportador de limón a nivel mundial [134 y 135]; sin embargo, 

las plantaciones de cítricos son afectadas por patógenos, dentro de los cuales Citrus 

tristeza virus (CTV) es uno de los más destructivos, especialmente en especies del 

género Citrus [136].  

La enfermedad conocida como tristeza de los cítricos ha causado la muerte de millones 

de árboles en Argentina, Brasil, Sudáfrica, Estados Unidos de Norteamérica y España; 

continúa propagándose a nuevas áreas, ya sea por yemas infectadas o transmitidas por 

áfidos [90]. 

El CTV causa tres síntomas principales: tristeza (decline), picado del tallo (SP) y 

amarillamiento de plántulas (SY). La severidad es variable dependiendo del hospedante, 

variantes del virus y diferentes tipos de estrés abióticos que actúan sobre la planta [105 

y 137]. Aunque es sabido que la infección viral ocasiona alteración de la fisiología de las 

plantas, es poca la información del efecto de la infección causada por CTV en la 

maquinaria fotosintética. 

Las formas comunes de hacer frente a la enfermedad hasta el día de hoy han sido la 

utilización de portainjertos tolerantes y en algunos casos el manejo de vectores. Otra 
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medida ha sido la protección cruzada que consiste en disminuir los daños ocasionados 

por la infección de variantes severas del virus mediante la pre-inoculación con aislados 

que causan síntomas leves o asintomáticos del mismo virus. En Brasil desde 1962 han 

empleado la protección cruzada a escala comercial como control de CTV, lo que ha 

permitido la producción de cítricos hasta la fecha, en Sudáfrica desde 1976; 

recientemente se está impulsando en California [2; 66 y 138], lo anterior muestra que la 

citricultura del futuro requiere de la protección cruzada para disminuir los daños 

ocasionados por variantes severas. Se sabe que CTV se encuentra en la planta infectada 

como una mezcla de variantes que difieren en sus propiedades biológicas y severidad 

[139; 140]. La diversidad genética y reacciones biológicas que genera este virus, hace 

necesario conocer las características de las variantes, para implementar un programa de 

protección cruzada. 

La fotosíntesis es uno de los aspectos fisiológicos más importantes de las plantas que es 

afectada negativamente por estrés causado por factores bióticos o abióticos [141]. La 

reducción en la actividad fotosintética durante el estrés por patógenos da como resultado 

disminución de la síntesis de clorofila e inhibe las actividades del ciclo de Calvin, ya sea 

directa o indirectamente [142].  

Las plantas que enfrentan estrés biótico, como una infección viral, reaccionan 

aumentando la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS) como H2O2 (peróxido 

de hidrógeno), O2
- (superóxido) y radicales OH (hidroxilo) debido a la mayor fuga de 

electrones al oxígeno molecular [143 y 144]. Las ROS pueden actuar como vía de 

transducción de señales, pero la producción excesiva puede causar estrés oxidativo, que 

daña las estructuras de las plantas [144]. 
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Los estomas son estructuras especializadas que funcionan como válvulas para el 

intercambio de gases, están formados por dos células protectoras que rodean al poro y 

unen los espacios intercelulares del interior de la hoja a la atmósfera; permite que el 

dióxido de carbono llegue a los cloroplastos del mesófilo, para producir reacciones 

fotosintéticas [145]. También pueden ser importantes en la infección por patógenos como 

hongos, bacterias y nematodos, permitiendo su penetración a la planta. En los últimos 

años se reconoce que los estomas forman parte del sistema de defensa innato de las 

plantas [80 y 146]. A diferencia de lo que ocurre con los hongos y bacterias, existe poca 

información con relación a infecciones virales, su influencia en la densidad de estomas y 

con ello en el metabolismo de las plantas. 

Murray et al. [81] demostraron que la densidad estomática (DE) se redujo 12.3 % en 

plantas susceptibles de Arabidopsis thaliana inoculadas con TVCV (Turnip vein clearing 

virus), mientras que en plantas de Chenopodium quinoa tolerantes a TVCV la reducción 

de la DE no fue significativa. 

De esta manera, el objetivo de la investigación fue evaluar el efecto de la inoculación de 

plantas de Citrus latifolia y Citrus sinensis, así como de Citrus aurantifolia como planta 

indicadora; con CTV tipo T30 + T3 en condiciones protegidas, en el norte de Veracruz. 

En este contexto, se realizaron pruebas de RT-PCR y se midieron parámetros fisiológicos 

en las tres especies de cítricos para evaluar su potencial uso en protección cruzada de 

naranjo Campbell y lima Persa. 



 

40 

3.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

El estudio se realizó con naranjo Campbell (Citrus sinensis [L.] Osbeck) y lima Persa 

(Citrus latifolia Tanaka) injertadas en limón volkameriano (Citrus volkameriana Pasq.). La 

lima ácida mexicana (Citrus aurantifolia Swingle) proveniente de semilla se utilizó como 

planta indicadora. El experimento se realizó en el norte de Veracruz en condiciones de 

invernadero, con plantas positivas a CTV tipo T30 + T3.  

3.3.1 Plantas empleadas   

Se recolectaron varetas de árboles de naranjo previamente identificados como positivos 

a CTV tipo T30 + T3, se injertaron en C. volkameriana y se evaluaron de manera visual 

cada 15 días; se confirmó la presencia de CTV (T30 + T3) al año del injerto mediante RT-

PCR y secuenciación Sanger; posteriormente, se eligieron tres plantas de diferente 

procedencia, las cuales fueron las donadoras de yemas y corteza para realizar las 

inoculaciones en las plantas.  

Cinco plantas de naranjo Campbell, cinco de lima Persa (0.8 cm de diámetro c/u) y lima 

ácida mexicana (0.5 cm) provenientes de semilla, se inocularon en la parte media del 

portainjerto, por cada origen de inóculo. Las inoculaciones se realizaron por medio de 

yemas y parches (corteza), un mes después de ser inoculadas, se confirmó la presencia 

de CTV (T30 + T3) y posteriormente, se realizaron verificaciones cada tres meses durante 

un año.  
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3.3.2 Extracción de RNA y RT-PCR 

La extracción de RNA se llevó a cabo siguiendo el protocolo propuesto por Contreras-

Maya et al. [18]. Las muestras se analizaron por RT-PCR con los iniciadores T30-F, T30-

R y T3-F, T3-R [12]. En la reacción de transcripción inversa (RT) a cada tubo microtubo 

de 0.2 mL se adicionaron 0.5 µL de cada iniciador (F y R) con 4 µL de agua y 2 µL de 

RNA (200 µg µL-1) de cada muestra, se incubaron a 72 oC por 5 min en un termociclador 

(Techne® TC-512). Posteriormente, los microtubos se colocaron en hielo por 10 min. A 

cada muestra se le adicionaron 4 µL del mix que contenía 2 µL amortiguador 5X de M-

MLV (Promega), 1 µL de DTT 0.1M (Promega), 0.5 µL de dNTP´s Mix (Promega) y 0.15 

µL de M-MLV Reverse Transcriptase (Promega), los microtubos se incubaron en 

termociclador a 42 oC por 60 min seguidos de 72 oC por 10 min.  

Para la PCR, a cada microtubo de 0.2 mL se le agregaron 9 µL del mix que contenía 2 

µL de Green buffer GoTaq DNA Polimerasa (Promega), 0.4 µL de MgCl2, 0.2 µL de 

dNTP´s mix, 0.6 µL de cada iniciador (F y R), 0.1 µL de GoTaq DNA Polimerasa 

(Promega), 5.1 µL de agua libre de nucleasas y 2 µL de cDNA. Se siguieron las 

condiciones de PCR propuestos indicadas por Roy et al. [12]. Los productos fueron 

visualizados en un gel de agarosa 2% con bromuro de etidio.    

3.3.3 Secuenciación y análisis filogenético  

Los productos de PCR se secuenciaron en ambas direcciones (sentido y antisentido) en 

Macrogen Corp. (Corea del Sur). Las secuencias fueron ensambladas y editadas con el 

software BioEdit Sequence Aligment Editor v 7.2.6, se realizó la comparación de las 

secuencias mediante el Basic Local Alignment Search Tool (BLAST®), en la base de 
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datos del Centro Nacional de Información de Biotecnología (NCBI) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  

Para realizar la filogenia del CTV, se descargaron del GenBank las secuencias de las 

variantes T30 y T3. Todas las secuencias consenso se compilaron en formato FASTA. 

El alineamiento múltiple de secuencias se efectuó con la aplicación MUSCLE, incluido en 

el software Molecular Evolutionary Genetics Analysis v7 (MEGA), donde se cortaron los 

extremos de las mismas. El análisis filogenético se hizo con el método de Neighbor-

Joining (NJ) y el modelo de sustitución de nucleótidos que se obtuvo fue K2 (Kimura 2 

parámetros), se realizó un “bootstrap” de 500 repeticiones.  

3.3.4 Variables fisiológicas evaluadas  

Se evaluaron fotosíntesis, número y tamaño de estomas y crecimiento en las plantas 12 

meses después de la inoculación. El crecimiento (longitud y diámetro) se midió con un 

calibrador vernier digital std y mm (TRUPER) y flexómetro magnético 5Mx19mm 

(TOOLCRAFT) antes de ser inoculadas y un año después.  

La tasa fotosintética se cuantificó por medio de un sistema portátil de análisis de gases 

IRGA (LI-6400/XT, Li-cor, Lincoln, Nebraska, USA). Para ello, un año después de la 

inoculación y en cada árbol, cuatro por tratamiento, se seleccionó una hoja madura 

situada en rama del último flujo de crecimiento, para realizar las mediciones de 

fotosíntesis en las plantas. Las evaluaciones se hicieron de las 12:00 a las 13:00 horas. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.3.5 Tamaño y densidad de estomas  

La cuantificación de estomas se realizó a partir de impresiones epidérmicas de las 

superficies abaxiales de hojas maduras completamente expandidas (correspondientes al 

flujo de crecimiento anterior). Las impresiones se realizaron utilizando pegamento 

instantáneo KOLALOKA BROCHA (México), distribuido uniformemente en la parte media 

a cada lado de la nervadura central; después, la parte de la hoja con pegamento se 

presionó sobre portaobjetos; un minuto después, la hoja se desprendió con cuidado. Se 

tomaron imágenes con microscopio Tessovar (Carl Zeiss, Germany) con cámara Canon 

EOS 100D en combinación con lente Canon EF-S 60 mm f/2.8 Macro USM. 

La densidad estomática (DE) corresponde al número de estomas por unidad de superficie 

foliar. Es una variable que está influenciada por la especie vegetal, así como por factores 

bióticos y abióticos con el programa Image J se realizó el conteo de estomas por campo, 

utilizando el objetivo 10X. Se hicieron dos impresiones por hoja, y se fotografió un campo 

por impresión. Se evaluaron 10 campos por tratamiento. El área del campo fue de 1.4 

mm2. La densidad se expresó en número de estomas por mm2. En cuanto al largo y 

ancho de estomas, se midió la longitud y ancho de diez estomas por campo (40X), 

obteniendo por cada tratamiento 100 mediciones con el programa ImageJ y su tamaño 

se expresó en µm. 

Los datos de cada una de las variables se les realizaron análisis de varianza y prueba de 

comparación de medias DSH (diferencia significativa honesta), según el procedimiento 

de Tukey, ambas con P≤ 0.05, a través del paquete computacional Statistical Analysis 

System (SAS). 
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.4.1 Síntomas de plantas inoculadas 

No se observaron síntomas evidentes en naranjo Campbell y lima Persa. Müller et al. [49] 

y Leonel et al. [138] mencionan que las variantes de CTV que pudieran servir para 

protección cruzada no causan síntomas en C. sinensis, únicamente ligero amarillamiento 

en C. aurantifolia, misma que ha sido utilizada como planta indicadora al mostrar los 

síntomas típicos de la infección por CTV [147 y 148].  

En el presente estudio, todas las plantas inoculadas de lima ácida mexicana desarrollaron 

síntomas muy leves durante el experimento consistente en amarillamiento ligero de las 

nervaduras de hojas (Figura 3.1). Besoain et al. [101] realizaron la caracterización 

biológica de las variantes de CTV, donde la lima ácida mexicana se utilizó como planta 

indicadora y encontraron que algunas variantes atenuadas causaron amarillamiento de 

las nervaduras.  Por otro lado, en estudios efectuados en Pakistán se menciona que es 

indispensable llevar a cabo la indexación biológica en C. aurantifolia para evaluar 

variantes de CTV con potencial para utilizarse en protección cruzada [149]. Diversos 

estudios han demostrado que muchas enfermedades virales disminuyen la fotosíntesis 

debido a la reducción de los pigmentos fotosintéticos [150]. 
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Figura 3.1. Hojas de lima ácida mexicana cinco meses después de la inoculación. a) 

testigo, b) inoculado con CTV T30 + T3.  

Como se ha mencionado anteriormente, las plantas infectadas con el virus de la tristeza 

de los cítricos muestran síntomas como: decaimiento repentino, picado del tallo de 

naranjos dulces injertados en naranjo agrio, aun cuando sean variantes atenuadas. En 

cambio, lima ácida mexicana muestra ligero aclaramiento de las nervaduras cuando se 

infecta con variantes atenuadas del virus [90 y 137], los síntomas observados 

coincidieron con lo reportado por Garnsey et al. [139]; Hančević et al. [144] y Soler et al. 

[147] que consistieron en ligero amarillamiento de las nervaduras, por lo que 

biológicamente se consideraron como variantes atenuadas. El uso de medios biológicos 

para comprobar la existencia o ausencia de CTV ha sido una herramienta útil y eficaz 

para identificar la severidad de la enfermedad.  

La presencia de CTV (T30 + T3) en una misma planta fue detectada un mes después de 

la inoculación, posteriormente cada tercer mes hasta cumplir dos años. Con el objetivo 

de asegurarse que no tuvieran otra variante del virus en estudio u otro patógeno, se 
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realizaron RT-PCRs con iniciadores específicos a todas las plantas, consecutivamente 

geles de agarosa para visualizar los fragmentos esperados (Figura 3.2). 

Figura 3.2. Gel de agarosa 2% de productos de RT-PCR de plantas de cítricos 

inoculadas con T30 + T3. Carriles 1 y 24 marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 

2 y 18 controles positivos T30 (206 pb) y T3(409 pb) respectivamente [22]; carriles 3-6 

muestras de naranjo Campbell; carriles 7-14 lima Persa; carriles 12-16 lima ácida 

mexicana; carriles 17 y 33 controles negativos, carriles 19-22 naranjo Campbell; carriles 

23-27 lima Persa y carriles 28-32 lima ácida mexicana. 

3.4.2 Análisis filogenético 

En el dendrograma de la Figura 3.3 se muestra la similitud de cada una de las secuencias 

en estudio con las secuencias tipo T30 y T3. Las muestras tuvieron 92-99% de similitud 

con Citrus tristeza virus genoma completo de tipos T30 y T3, números de acceso: 

AF260651.1 y EU857538.1. 

El virus de la tristeza de los cítricos se destaca de otros virus por la diversidad de 

variantes que presenta, cuyas características difieren genética y biológicamente. Para 

poder distinguirlos filogenéticamente, es necesario realizar análisis de secuencias. Las 

muestras analizadas formaron tres grupos: uno con más del 95 % de similitud a la 

secuencia tipo T30 con 15 plantas: cinco de naranjo, cinco de lima persa y cinco de lima 

 1    2   3    4     5    6    7    8    9   10  11  12  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22  23  24  25  26  27  28  29  30  31  32  33  34 
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ácida mexicana. El segundo agrupamiento consistió en tres secuencias de naranjo, cinco 

de lima persa y cinco de lima acida mexicana con 99% de similitud entre ellas. Por ultimo 

un tercer grupo donde solo una secuencia de naranjo se alineo con 100% de similitud 

con la secuencia tipo T3. 

Figura 3.3. Reconstrucción filogenética de Citrus tristeza virus (T30 + T3) máxima 

verosimilitud basado en el modelo de Jukes-Cantor (JC). Probabilidad logarítmica más 

alta (-427,4200) y 500 repeticiones de Boostrap de 31 secuencias, 29 de este estudio y 

dos secuencias de CTV de referencia del GenBank. 

El análisis de secuencias utilizando genomas completos de variantes de CTV de todo el 

mundo, reconoció seis variantes de CTV: VT, T36, T30, T3, RB y T68 [9 y 10]. Los 
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estudios de diversidad genética de CTV se basan en el análisis de las secuencias de 

nucleótidos del fragmento 5’ ORF1a y el gen de la cubierta proteica (CP) [84 y 151]. 

3.4.3 Fotosíntesis en plantas inoculadas  

Las inoculaciones con CTV (T30 + T3) no afectaron significativamente la tasa de 

fotosíntesis neta, pero sí la conductancia y transpiración Figuras 3.4A, B y C; Lima ácida 

mexicana tuvo valores mayores en fotosíntesis, conductancia y transpiración en 

comparación con naranjo Campbell y lima Persa. El aumento de la síntesis de enzimas 

antioxidantes puede aclimatar a las plantas al estrés posterior como el causado por una 

infección viral sistémica. El equilibrio entre la producción de ROS y la actividad de las 

enzimas antioxidantes determina si se producirán señales oxidativas o daños [144; 152]. 

Olarte-Ortiz et al. [153] encontraron que, en árboles de naranjo de ocho años, la tasa de 

asimilación de CO2 fue de 3-4 µmol CO2 m-2s-1 antes de la floración y mayor a 10 µmol 

CO2 m-2s-1 durante el período de fructificación; sin embargo, en este caso fueron plantas 

de año y medio y la tasa fotosintética varió de 8 a 9 µmol CO2 m-2s-1, tanto en plantas 

inoculadas como en los testigos (Figura 3.4A) sin importar la especie de cítrico.   

Si se considera la especie, lima ácida mexicana fue la que tuvo mayor asimilación de 

CO2 (9.59 µmol CO2 m-2s-1) en comparación con naranjo Campbell que tuvo 7.63 µmol 

CO2 m-2s-1. Ribeiro et al. [154] mencionaron que en las plantas de naranjo dulce 

infectadas por Xylella fastidiosa, el potencial hídrico de la hoja, asimilación de CO2, 

transpiración y conductancia estomática tendieron a disminuir; sin embargo, en la 

presente investigación utilizando dos variantes de CTV ocurrió lo contrario, lo que indica 
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que los inóculos utilizados podrían emplearse para la protección cruzada de C. sinensis 

y C. latifolia.  

 

Figura 3.4. Valores medios de fotosíntesis, transpiración y conductancia estomática en 

tres especies de cítricos (C. sinensis [L.] Osbeck, C. latifolia Tanaka y C. aurantifolia 

Swingle) inoculadas con las variantes T30 + T3 de CTV. A) comparación de tasa 

fotosintética, B) transpiración, C) conductancia en plantas inoculadas y no inoculadas. 

Letras diferentes en las columnas denotan diferencias significativas en P < 0.05 en cada 

variable.   
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3.4.4 Transpiración y conductancia estomática 

Diversos autores señalan que existe correlación entre fotosíntesis y conductancia 

estomática debida al cierre estomático, como respuesta al estrés hídrico [155 y 156]. Ante 

un aumento del déficit de presión de vapor, las plantas regulan su nivel de transpiración 

controlando la apertura de estomas, tratando de mantener el potencial de agua de los 

tejidos y la integridad del xilema [157]. 

Se ha observado que la fotosíntesis neta disminuye por la infección de virus al igual que 

los procesos dependientes de la luz, de las reacciones de los tilacoides, conductancia 

estomática o actividad de las reacciones de fijación de carbono del ciclo de Calvin [158 y 

159].  

La disminución fotosintética puede variar sustancialmente según la especie, cultivar y 

virus. Debido a que algunas variantes de CTV causan cambios visibles en la coloración 

y turgencia de las hojas, es razonable suponer que la disminución fotosintética inducida 

por virus podría estar asociada con reducciones en la conductancia estomática y 

posiblemente la actividad de las reacciones en tilacoides; en el presente trabajo se 

encontró que tanto la fotosíntesis como la conductancia y transpiración tuvieron valores 

elevados en las plantas inoculadas en comparación con los testigos.  

Por otro lado, los parámetros de conductancia y transpiración en las plantas inoculadas 

de lima ácida mexicana y naranjo Campbell se incrementaron, mientras que en lima 

Persa disminuyó  Figura 3.5A, donde los promedios de conductancia en las plantas 

inoculadas de lima ácida mexicana (0.21 mol H2O m2s-1) fue mayor que las de naranjo 

Campbell y lima Persa (0.12 mol H2O m2s-1), mientras que en las plantas testigo (sin 
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inocular), los valores fueron menores: naranjo Campbell (0.09 mol H2O m2s-1), lima ácida 

mexicana (0.12 mol H2O m2s-1) y lima Persa (0.13 mol H2O m2s-1).  

 

Figura 3.5. Conductancia estomática y transpiración en tres especies de cítricos 

inoculadas y no inoculadas con CTV (T30 + T3). A) conductancia (mol H2O m2s-1), B) 

transpiración (H2O m-2s-1). 

En algunas investigaciones se ha demostrado que el estrés salino disminuye la 

fotosíntesis neta y conductancia estomática, afectando la disponibilidad de CO2 para la 

carboxilación [160] y dicha respuesta también la podría causar un virus ya que para que 

cause infección sistémica debe multiplicarse y existir interacción de las proteínas virales 

con las proteínas vegetales y ocurrir la supresión de las respuestas de defensa de la 

planta hospedante a la infección viral [161].  

En el caso de la transpiración (Figura 3.5B), plantas inoculadas de lima ácida mexicana 

y naranjo Campbell tuvieron valores de 7.23 y 5.01 H2O m-2s-1, respectivamente, en 

comparación con los testigos (naranjo Campbell 4.04 y lima ácida mexicana 4.78 H2O m-

2s-1), en lima Persa, el valor medio en plantas inoculadas fue menor (4.86 H2O m-2s-1), 
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mientras que en los testigos el promedio fue de 5.23 H2O m-2s-1. La tasa de transpiración 

afecta el movimiento del virus a través de la vía apoplástica y transporte horizontal desde 

el floema hacia los tejidos circundantes [162]. Con los resultados obtenidos se puede 

decir que la inoculación tuvo efecto en la conductancia y transpiración, principalmente en 

las plantas de lima ácida mexicana y naranjo Campbell, sin afectar la fotosíntesis. 

3.4.5 Densidad estomática en plantas inoculadas  

La asimilación de dióxido de CO2 a través de las aberturas de los estomas, conduce a 

pérdidas inevitables de agua por transpiración. La compensación entre fotosíntesis y 

transpiración se refleja en la eficiencia del uso del agua [163]. Las plantas reaccionan 

ante cualquier estrés ya sea de origen biótico o abiótico, a través de una serie de 

respuestas como disminución en la conductancia de los estomas, con lo cual se evita la 

pérdida de agua por transpiración, abscisión y área foliar y, por tanto, la superficie de 

transpiración, y adaptaciones a nivel metabólico y osmorregulación [164]. 

En cítricos, los estomas se encuentran generalmente en el envés de las hojas; consisten 

en un poro microscópico central rodeado por dos células protectoras (Figura 3.6). 

Cuando las células protectoras están completamente turgentes, los poros se abren y 

ocurre la absorción de CO2 para la fotosíntesis, así como la pérdida de agua por 

evapotranspiración; en condiciones de estrés severo pueden llegar a cerrarse, 

restringiendo el intercambio de CO2 y pérdida de agua [81].  
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Figura 3.6. Estomas de hojas de cítricos. A) Microfotografía a 10X para contar estomas; 

B) Microfotografía a 40X para la medición de estomas.  

Perez-Clemente et al. [165], demostraron que la capacidad fotosintética de las plantas 

de limón mexicano infectadas con CTV (T318) se redujo después de la infección, en el 

presente estudio no se encontraron cambios en las tasas fotosintéticas, transpiración y 

conductancia estomática en plantas inoculadas con T30 + T3. Dichos resultados 

coinciden con los de Hančević et al. [144], donde evaluaron por 10 años plantas de limón 

mexicano inoculadas con CTV, sin encontrar diferencias en fotosíntesis y transpiración 

en comparación con las no inoculadas.  

La densidad estomática (DE) varió con la especie, sobresaliendo lima ácida mexicana 

con 602.55 estomas por mm2, mientras que T1: Naranjo1 de Rancho nuevo tuvo 578.6 

estomas por mm2 (Figura 3.7A). Se ha documentado que la reducción de la densidad 

estomática podría ser una opción del hospedante susceptible para evitar mayor infección 

viral, lo que indica que se trata de una respuesta sistémica [76 y 81]. 

Tomando en consideración la especie, los estomas de lima Persa fueron más largos y 

anchos en comparación con los de naranjo Campbell y lima ácida mexicana; sin 
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embargo, la inoculación tuvo efecto significativo, puesto que analizando por tratamientos, 

en T0 (testigo), se encontraron los estomas más largos (Figura 3.7B). Los estomas 

pequeños presentan respuesta más rápida, comparados con estomas grandes, y 

combinados con alta densidad estomática, muestran mayor conductancia en condiciones 

desfavorables [166]. 

 

Figura 3.7. Densidad estomática en C. sinensis [L.] Osbeck, C. latifolia Tanaka y C. 

aurantifolia Swingle inoculados con CTV (T30 + T3) de tres procedencias. A) valores 

medios del número de estomas por mm2; B) tamaño de estomas (largo y ancho); medias 

con letras diferentes en las columnas denotan diferencias significativas en P < 0.05 en 

cada variable. 

El número de estomas fue diferente entre especies. Sin embargo, la procedencia del 

inóculo utilizado afectó esta variable (Figura 3.8); en lima Persa, los tratamientos T2 y 

T3 tuvieron en promedio 374.6 y 473.6 estomas por mm2 respectivamente, el testigo tuvo 

512 estomas por mm2 y T1 573 estomas por mm2. Berdeja-Arbeu et al. [167] mencionan 

que lima Persa injertado en limón volkameriana tiene en promedio 328 estomas por mm2. 
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En lima ácida mexicana T0 (595.5 estomas mm2) se comportó casi igual que T1 (589.6 

estomas por mm2), mientras que T2 (556.3 estomas por mm2) fue menor y T3 obtuvo el 

valor más alto (668.8 estomas por mm2). En el caso de naranjo Campbell, el menor 

promedio se registró en T3 (543.6 estomas por mm2), mientras que el testigo presentó 

550.1 estomas por mm2, siguiéndole T1 con 573.1 estomas por mm2 y el sobresaliente 

T2 con 664.2 estomas por mm2 (Figura 3.8). En investigaciones realizadas por Arrieta-

Ramos et al. [168] encontraron que las hojas de naranjo Campbell injertada en limón 

volkameriana tuvieron en promedio 106 estomas por mm2. 

 

Figura 3.8. Densidad estomática medida en naranjo Campbell, lima Persa y lima ácida 

mexicana. Tres fuentes de inóculo T30 + T3: T0: Testigo sin inocular, T1: Naranjo 1 

Rancho nuevo, T2: Naranjo 2 Rancho nuevo, T3: Naranjo 3 Castillo de Teayo. 

Es conocido, también, que los estomas son fundamentales en la regulación de la 

transpiración basada en su densidad y mecanismo de cierre capacita a la planta para 

controlar las pérdidas de agua en condiciones de estrés ambiental. Aún se desconoce si 

la reducción en el índice estomático es respuesta de defensa de la planta o benéfica para 
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el virus durante la infección; de hecho, se ha informado recientemente que la reducción 

en densidad e índice de estomas probablemente estaría asociada con transpiración 

reducida y mayor eficiencia en el uso del agua por parte del hospedante [169]. 

3.4.6 Dimensión de estomas  

En el testigo (T0) se obtuvieron los estomas más grandes en las tres especies: naranjo 

Campbell: 26.1 µm, lima Persa: 25.7 µm, lima ácida mexicana: 22.2 µm), en comparación 

con T1, T2 y T3 donde los valores fueron menores a 24.3 µm en las tres especies (Figura 

3.9). Arrieta-Ramos et al. [168] encontraron que naranjo injertado en limón volkameriano 

tenía estomas que median en promedio 23.92 × 19.99 µm (largo × ancho); mientras que 

Berdeja-Arbeu et al.  [167] mencionaron que en lima Persa / limón volkameriano, la 

longitud fue 24.67 µm. La infección por virus generalmente causa alteraciones 

morfológicas y fisiológicas en las plantas infectadas [170]. En el presente estudio, se 

redujo el tamaño de los estomas y sería importante saber si esta reducción afecta la 

fotosíntesis y con ello el rendimiento. 

El ancho de estomas medio fue mayor en lima Persa (22 µm) y naranjo Campbell (21 

µm) del tratamiento T0; sin embargo, en lima ácida mexicana T0 (18.4 µm) fue menor en 

comparación con T1, T2 y T3 (Figura 3.9). Con los resultados obtenidos es posible 

afirmar que el virus afecta el tamaño de los estomas. En este estudio fueron más largos 

y anchos en lima persa, en comparación con naranjo Campbell y lima ácida mexicana. 
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Figura 3.9. Tamaño medio (largo y ancho µm) de estomas en tres especies de cítricos. 

A) Citrus sinensis, B) Citrus latifolia, C) Citrus aurantifolia. 

El intercambio de gases, representado por el transporte de CO2 y vapor de agua 

impulsado por la fotosíntesis, respiración y transpiración, es un proceso fisiológico 

fundamental en las hojas y está involucrado en el suministro de energía y compuestos 

necesarios para varios procesos metabólicos. La infección por virus a menudo afecta la 

actividad fotosintética y apertura de los estomas [76]; sin embargo, tales efectos 

negativos no se observaron con las variantes de CTV utilizados. 
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3.5 CONCLUSIÓN 

La tasa fotosintética, transpiración y conductancia estomática no se afectaron en Citrus 

sinensis y Citrus latifolia, inoculadas con CTV variantes T30 + T3. En las plantas 

indicadoras la conductancia y transpiración fueron mayores en comparación con naranjo 

y lima persa. 

En las plantas de Citrus aurantifolia inoculadas con las variantes T30 + T3 no hubo 

disminución en la densidad estomática.  

El origen del inoculo afecto la densidad de estomas. T1, presentó mayor número de 

estomas que el testigo. 

Con relación a las especies; naranjo presentó mayor número de estomas con T2, lima 

persa en T1, mientras que, limón mexicano con T3.  

La inoculación con las variantes T30 + T3 de CTV encontrados en el norte de Veracruz 

podrían brindar exclusión por superinfección de naranjo Campbell y lima Persa injertados 

en limón volkameriano ante variantes severas.   
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DISCUSIÓN GENERAL 

Citrus tristeza virus ha sido considerada una de las enfermedades más devastadoras, 

probablemente originaria de Asia y diseminada a otras regiones citrícolas a través de 

material vegetal y vectores. Ha causado grandes pérdidas en las plantaciones donde el 

portainjerto es naranjo agrio en Argentina (1930), Brasil (1937), California (1939), Florida 

(1951), España (1957), Israel (1970) y Venezuela (1980). Después empezaron a surgir 

variantes denominadas severas y débiles del virus; el clásico decaimiento repentino 

(quick decline) que induce el colapso de naranjo injertado en naranjo agrio ha sido 

asociado con variantes severas, mientras que, las variantes asintomáticas en 

portainjertos tolerantes o que generan amarillamiento ligero son consideradas débiles 

(mild) [8]. 

En México las primeras detecciones de CTV fueron en Tamaulipas (1983) y después en 

Veracruz (1986), y fue hasta 2003 cuando se encontraron variantes severas [20]; desde 

entonces han transcurrido 20 años aproximadamente y seguramente se han 

incrementado debido a la variabilidad genética del virus. En Brasil en 1960 surgieron 

brotes de variantes severas y al año siguiente (1961) empezaron a trabajar en estrategias 

de control por medio de la protección cruzada en los cultivares de naranjo Pêra y limon 

Galego. Para 1977 se llevaron a campo más de cinco millones de plantas preinoculadas 

con variantes débiles [51 y 171]. 

La estrategia para resolver el problema del control de la tristeza fue y sigue siendo la 

protección cruzada; es decir, la inoculación de plantas desde vivero con variantes débiles, 

que brindan protección contra variantes severas. Al principio, el control de la enfermedad 
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en el centro y norte del Estado de São Paulo, en las plantaciones de naranjo Pêra fue 

exitosa al utilizar la variante Pêra IAC, con la cual se ha controlado de manera eficiente 

las variantes severas de CTV, logrando así efecto protector y estable por más de 35 años 

[49]. En México no se habían realizado pruebas de protección cruzada, aun cuando se 

trata de uno de los principales países productores de cítricos, y se sabía de la presencia 

de variantes severas en Nuevo León, Tamaulipas y Veracruz desde 2003 [18; 20 y 25]. 

La protección cruzada con complejos de variantes débiles de Citrus tristeza virus permitió 

el cultivo comercial de naranjo dulce Pêra, variedad importante para la citricultura 

brasileña, pero susceptible al virus. El uso de variantes débiles puede realizarse tanto en 

cultivares susceptibles como tolerantes a CTV y puede ser de interés para prevenir la 

propagación de variantes severas [94]. Estas evidencias dejan claro que la protección 

cruzada es una alternativa eficiente de manejo para las variantes severas de CTV. En 

México, actualmente no se realizan análisis para detectar al virus en la misma cantidad 

como solía hacerse, quizá porque no existen programas o centros de investigación 

continua y específica para cítricos. 

Los mejores resultados de protección cruzada se obtienen cuando las variantes débiles 

de CTV se seleccionan en la misma región donde se usarán; por ejemplo, el clon Citrovita 

del Programa Superplant se comporta bien en el sudeste de São Paulo, donde se 

produce el complejo CTV de Capão Bonito [172 y 173]. Este conjunto de factores 

constituyó la justificante de esta investigación para la búsqueda y evaluación de variantes 

débiles o atenuadas que proporcionen protección ante la aparición de variantes severas 

en el estado de Veracruz, México. Sin embargo, hay que resaltar que en campo pueden 

ocurrir mutaciones, recombinación de secuencias de distintas variantes por presión de 
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selección y flujo de genes como consecuencia de repetidas inoculaciones por el vector o 

por material vegetal infectado en campo.   

El síntoma más común ocasionado por virus fitopatógenos es la clorosis de la hoja, que 

refleja la alteración de la pigmentación y cambio estructural de los cloroplastos. La 

infección viral afecta la estructura y funciones de los cloroplastos con lo que 

generalmente se disminuye la actividad fotosintética. Desde la primera mitad del Siglo 

XX, se conoce que la infección viral inhibe la fotosíntesis y con esto se manifiesta en 

diferentes síntomas [174; 175 y 176]. La alteración de los componentes y funciones del 

cloroplasto puede ser responsable de la producción de síntomas de clorosis que se 

asocian con una infección viral [177]. En el presente trabajo, las plantas inoculadas con 

las variantes tipo T30 + T3 fueron asintomáticas, característica deseable si pretenden 

utilizarse en programas de protección cruzada.   

En cuanto a la densidad estomática, no hubo diferencias significativas entre los testigos 

y las plantas inoculadas, existen supuestos donde se sugiere que los cambios 

anatómicos hacia menor densidad o tamaño de los estomas también pueden limitar la 

colonización de patógenos, debido a que tales cambios en el desarrollo podrían reducir 

permanentemente la capacidad de intercambio de gases durante la vida de la hoja [178], 

sin embargo, en este estudio no se presentaron cambios, por lo que se asume que 

tampoco se afectó la fotosíntesis; en consecuencia, las variantes T30 + T3 pueden ser 

utilizadas para la protección cruzada en naranjo Campbell y lima Persa. También se 

menciona que los estomas controlan el intercambio de gases y son ruta para la infección 

de los tejidos internos por parte de algunos patógenos foliares, lo que establece el 
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potencial de compensación entre la fotosíntesis y colonización de patógenos; sin 

embargo, se requiere de más estudios para corroborarlo.  
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CONCLUSIONES GENERALES 

En México existen variantes severas de Citrus tristeza virus, denominadas VT y débiles 

como T3 y T30, por lo que es factible la búsqueda de alternativas de manejo eficientes 

para la implementación de un programa de protección cruzada para hacer frente a esta 

enfermedad que en los últimos años ha cobrado importancia en la citricultura mexicana.  

Se requieren más investigaciones para descubrir el posible mecanismo de tolerancia a 

enfermedades de las plantas de cítricos. El perfil de antioxidantes en respuesta a una 

infección viral puede ayudar a descubrir nuevos biomarcadores para dar seguimiento al 

desarrollo de la enfermedad. 

La dispersión de CTV en México ha sido continua y las pérdidas por este patógeno han 

sido considerables a lo largo del tiempo y podrían ir en aumento; además, la dispersión 

de vectores y utilización de planta no certificada son factores que han aumentado la 

propagación de la enfermedad; con dicha perspectiva la industria citrícola mexicana 

cambiara drásticamente.  
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