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RESUMEN

Citrus tristeza virus (CTV) es una de las principales amenazas para la produccion y
calidad de los citricos en todo el mundo. En México, mas del 90% de los arboles de
citricos se encuentran injertados sobre naranjo agrio (Citrus aurantium L.), el cual es un
portainjerto susceptible a CTV cuando esta 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 estudio la diversidad de variantes de CTV
en huertos citricolas en las principales zonas productoras de Veracruz. El analisis
filogenético de las muestras secuenciadas revel6 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 rapido y severo en arboles de naranjo,
clorosis en las hojas y frutos pequefios; también se encontraron aislamientos
asintomaticos tipo T30 y T3. La presencia de infecciones mixtas de variantes severas y
atenuadas fue alta en las areas estudiadas. Tomando en cuenta la presencia de
variantes atenuadas, en una siguiente etapa, se procedio a la obtencion de plantas Citrus
sinensis y Citrus latifolia con presencia de dos variantes (T30 + T3) de CTV como
candidatos promisorios para la proteccién cruzada. Posteriormente en una tercera etapa,
se evalud la respuesta fotosintética para determinar su potencial en un programa de
proteccién cruzada. Las plantas inoculadas de naranjo y persa con las variantes
atenuadas mostraron sintomas ligeros o fueron asintomaticas, respuesta similar a las
plantas de Citrus aurantifolia inoculadas como plantas indicadoras; las inoculaciones con
CTV no afectaron la fotosintesis, pero si la transpiracién y conductancia. La densidad y
tamafio de estomas fue diferente entre especies, pero no entre tratamientos. Estos
resultados proporcionan elementos solidos para considerar a la proteccion cruzada como
una alternativa de proteccion de citricos ante la inminente amenaza de variantes severas
de CTV.

Palabras clave: Citrus tristeza virus, estomas, fotosintesis, proteccion cruzada
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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



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, deseo expresar mi agradecimiento al Consejo Nacional de Ciencia y

Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada.

Al Colegio de Postgraduados campus Montecillo por mi formacion profesional y en

especial al Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad — Fisiologia Vegetal.

De igual manera, quiero agradecer a mi consejero Dr. Angel Villegas Monter por la
dedicacion y apoyo que ha brindado a este trabajo, por el respeto a mis sugerencias e

ideas y por la direccién y el rigor que ha facilitado a las mismas.

Asimismo, agradezco a mis asesores: Dra. Laura Ortega Arenas, Dr. Nicacio Cruz
Huerta, Dr. Daniel Ochoa Martinez y Dr. Amalio Santacruz Varela, a mis compafieros de
estudio, profesores y personal de laboratorio quienes fueron los que me acompafaron

en cada paso que di.

Por dltimo, pero no menos importante, quiero agradecer a todos aquellos que se
involucraron en mi trabajo de investigacion, al Vivero Cazones, a los productores de
citricos de Veracruz que me permitieron el acceso a sus instalaciones y huertos para

llevar a cabo mi trabajo de investigacion.



DEDICATORIA

El esfuerzo realizado en mis estudios doctorales para obtener un buen trabajo de
investigacion es dedicado principalmente a mis padres Isabel Maya Sanchez y Juan
Contreras Padilla, mis hermanas Lety, Mine, Mago, mis sobrinos Jasy, Benja, Crisy a mi
novio Hector, por el apoyo y por ser los que siempre estuvieron conmigo. Son mi principal

fuente de motivacion para seguir adelante, levantarme unay otra vez.

Un trabajo de investigacion es también fruto del reconocimiento y del apoyo vital que nos
ofrecen las personas que nos estiman, sin el cual no tendriamos la fuerza y energia que
Nnos anima a crecer como personas y como profesionales. Gracias a la familia Maya y a
mis amigos, que siempre me han prestado un gran apoyo moral y humano, necesarios

en los momentos dificiles de este trabajo y esta profesion.

vi



CONTENIDO

RESUMEN .o e e e e e e e e e e e e e enn s iii
AB ST R A CT et e e e e e nnans iv
AGRADECIMIENTOS ...t e e e e e e e e nna s %
DEDICATORIA ettt e e e e e e e e e Vi
LISTA DE CUADROS ...ttt e e e e e e e e e e e e enna s Xi
LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e e e e e s Xii
INTRODUCCION GENERAL ....ovevieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e eaeeaenaeeaeens 1
REVISION DE LITERATURA .....ooiioeeeeeeeee ettt ettt saeeaeeae s 3
Clasificacion y morfologia de Citrus triSteza VirusS ..........cooevvviiiiiiieeeeeeeiieee e 3
Variantes de Citrus triSteZA VIIUS ......cooiuuiiiiiiiiiee et 4
Cambios fisioldgicos causados POT VIFUS ....ccoovveeiiiiiie e 5
Transmision de Citrus triSTEZA VIIUS ........uuiiiiiiiieiiiiiiiiie e 5
Sintomas ocasionados por Citrus triSt€Za VIrUS ........ccoceevveviiiiiiiiii e 5
Estrategias de manejo CTV-Afid0S.......c.couiiiieeee e, 6
Mecanismos de defensa en plantas a patdgenos .......ccccoeeeeeviiiiiiiiiiie e e, 7
Cambios fisioldgicos causados POT VIFUS ....ccoovviiiiiiiiiee e 8

CHAPTER |. PREVALENCE OF MILD T30, T3, AND SEVERE VT STRAINS OF

CITRUS TRISTEZA VIRUS IN CENTRAL-NORTHERN VERACRUZ, MEXICO ......... 10
L. L AB ST R A CT ettt e e e e e e e e e e s 10
1.3 MATERIALS AND METHODS..... .o 12

1.3.1 SAMPliNG @rEa ...cocvvuiieiie e e 12
1.3.2 RNA EXIrACTION ..o 13

Vii



1.3.3 Amplification of CP Genomic Region by RT-PCR..........ccccooiiiiiiii. 14

1.3.4 Sequencing and phylogenetic analysis .......cccooviiieiiiiiiiiiiiiiiee e, 15
1.4 RESULTS AND DISCUSSION ..ottt 16
1.4.1 Citrus tristeza Virus deteCtion .........oooooiiiiiiii i 16
1.4.2 Citrus tristeza virus strain detection..........cccooeveeiiii 18
1.4.3 Citrus tristeza virus strain phylogeny .......ccoi, 21
1.5 CONCLUSION ...t e et e e e et e e e e eb e e e e eaan s 23
1.6 ACKNOWLEDGMENTS ...t 24
1.7 CONFLICTS OF INTEREST ..ot 24

CAPITULO 1I. OBTENCION DE AISLADOS DE CITRUS TRISTEZA VIRUS EN

VERACRUZ Y SU POTENCIAL EN LA PROTECCION CRUZADA .......ccccevveveenne. 25
2.1 RESUMEN ... et et e e e e e s 25
2.2 INTRODUGCCION ..ottt ettt es e snenenens 26
2.3 MATERIALES Y METODOS ..ottt 28

2.3.1 Muestreo y propagacion de plantas......cccccccveveeveiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 28
2.3.2 Extraccion de ACidOS NUCIEICOS.......uuuiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 29
2.3.3 Uso de plantas indiCadOras .........cccoueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
2.4 RESULTADOS Y DISCUSION ....ooiiiiiitiiiecte et 31
2.4.1 DetecCiOn de PAtOGENOS ...ccoiiiiiiiiiiiiiiiiee e e eree e e e e e e 31
2.4.2 Agrupacion de plantas de iNterés ........ccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 32
2.4.3. Prueba biol0giCa.......coovvviiiiiiiiiiiii 33
2.4.4 Exclusion de superinfeCCiON .........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 34
2.5 CONCLUSION ...ttt ettt 35

viii



2.6 AGRADECIMIENTOS ...t 35
2.7 CONFLICTO DE INTERESES. ..o e 35
CAPITULO Ill. RESPUESTA FOTOSINTETICA DE CITRUS SINENSIS Y CITRUS

LATIFOLIA INOCULADOS CON CITRUS TRISTEZA VIRUS VARIANTES T30 Y

I PP 36
S L RESUMEN ... e e e e 36
3.2 INTRODUCCION ....cuiiiiiieiiieeiete ettt ettt se e st ne e 37
3.3 MATERIALES Y METODOS ..ottt 40

3.3. 1 Plantas emMpPleadas............uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 40
3.3.2 Extraccion de RNA Y RT-PCR .....ccoiiiiiiiiiieeee et 41
3.3.3 Secuenciacion y andlisis filogenétiCo.......ccccccovviiiiiiiiiiiieiei e 41
3.3.4 Variables fisioldgicas evaluadas ...........c.eeeeeeieiiiiiiiiiiiiiieeee e 42
3.3.5 Tamafo y densidad de @StOMaS ...........uuuuruurimmimminiiiiiiiiiiiiiieiiiieiieeeieeieeeene 43
3.4 RESULTADOS Y DISCUSION ......ooiiiiieiee oot 44
3.4.1 Sintomas de plantas inoculadas ..........cceeeeeeieiiiiiiiii e 44
3.4.2 ANAlISIS fIlOGENELICO ..o 46
3.4.3 Fotosintesis en plantas inoculadas ...........ccccuvvevvviiiiiiiiiiiiiii. 48
3.4.4 Transpiracién y conductancia eStoOmMatiCa .............eevvvvrvvevremnennnnnnnnnnnnnnnns 50
3.4.5 Densidad estomética en plantas inoculadas..........cccccccceeeeiiiiiiiiiineennn. 52
3.4.6 DIMENSION A€ ESTOMAS ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiibbibib bbb eeaaeeae 56
3.5 CONCLUSION .....ouiiitiietit ettt 58
3.6 AGRADECIMIENTOS . ... oo eeaaaes 58
3.7 CONFLICTO DE INTERESES ........ oot 59



DISCUSION GENERAL

CONCLUSIONES GENERALES ...t

REFERENCIAS ............



LISTA DE CUADROS

Table 1.1 Genotype-specific primer sequences were used for reverse-
transcription polymerase chain reaction to amplify Citrus tristeza
VIFUS (CTV) SEFAINS. woviiiiiiie e e e e e e e e e e e e e enannas 14
Cuadro 2.1. Deteccion de patégenos asociados a citricos en dos municipios
de Veracruz durante la colecta de varetas........ccccccevvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiieeennnn, 32
Cuadro 2.2. Plantas positivas a variantes de CTV injertadas con varetas de

LR oL g Tod=To [T o Yo F= T S PS 33

Xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama de la organizacion gendmicade Citrus tristeza virus (CTV).

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

Central and Northern Veracruz, MEeXICO. ....ouveeeeeiee e

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

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

VN IACTUZ, MEBXIC 0. e

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

Figura 3.1. Hojas de lima &cida mexicana cinco meses después de la

INOCUIACTON. e e

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

INOCUIAAAS CON T30 F T 3. i

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

maxima verosimilitud basado en el modelo de Jukes-Cantor (JC). .....

Figura 3.4. Valores medios de fotosintesis, transpiracién y conductancia
estomatica en tres especies de citricos (C. sinensis [L.] Osbeck, C.

latifolia Tanaka y C. aurantifolia Swingle) inoculadas con las

Variantes T30 + T3 A G V. ot

Xii

.16

.19

.45

.46

A7

.49



Figura 3.5. Conductancia estomética y transpiracion en tres especies de
citricos inoculadas y no inoculadas con CTV (T30 + T3).....ccccvvvvvvveeeennn. 51
Figura 3.6. Estomas de hojas de CitriCOS. ......cuuiieiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 53
Figura 3.7. Densidad estomética en C. sinensis [L.] Osbeck, C. latifolia Tanaka
y C. aurantifolia Swingle inoculados con CTV (T30 + T3) de tres
PrOCEUEBNCIAS. .o eeeee oo 54
Figura 3.8. Densidad estomatica medida en naranjo Campbell, lima Persa y
[iMa ACIAdA MEXICANA. ...ccce e e e 55
Figura 3.9. Tamafio medio (largo y ancho pm) de estomas en tres especies de

(o3 1 { S 1o1 0 1 TUT TR 57

Xiii



INTRODUCCION GENERAL

La tristeza de los citricos, causada por el Citrus tristeza virus (CTV) es considerada una
de las enfermedades mas devastadoras de los citricos a nivel mundial. Entre 1930y 1950
en Argentina, Brasil, Uruguay, Colombia y Pert causoé la muerte de 20 millones de
arboles, 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 [Sy 6] y Espafia [7] causando a la fecha dafios considerables.

Existen tres intensidades de sintomas asociados con CTV: 1) severos 0 graves:
causados por aislamientos de este patdégeno que inducen decaimiento rapido y muerte
en arboles de citricos injertados en naranjo agrio (Citrus aurantium L.) y limén (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 decoloracion de brotes en naranjas agrias, limones y pomelos, que se

producen en invernadero [8].

El andlisis de secuencias utilizando genomas completos de varios aislados de CTV de
todo el mundo permitié 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
biologicamente como severas y T30 como leve o atenuada, cada aislado puede inducir

sintomas diferentes, o incluso asintomatico [11 y 12].



En México, las primeras detecciones de CTV se realizaron en Tamaulipas (1983) y
Veracruz (1986). Después en Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Morelos, Michoacan
(2000), asi como en Colima y Nuevo Leo6n (2005) [13; 14 y 15]. Hasta 2007, la Direccién
General de Sanidad Vegetal detectd y elimind plantas infectadas. Sin embargo, esta
enfermedad dejé de regularse [16, 17 y 18], situacion que provoco que la enfermedad y
sus vectores continuaran expandiéndose en las plantaciones de citricos. Esto es
preocupante debido a que en la citricultura mexicana predomina el portainjerto naranjo

agrio (C. aurantium L.) que lo hace aun mas 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 paises, aun cuando en huertos de C. sinensis y
C. aurantifolia en Baja California, Nuevo Ledn, Tamaulipas y Veracruz existen reportes
de variantes severas [16; 20 y 21], también, se tiene registro de la presencia de los

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

De acuerdo con Muller y Costa [23], en Brasil, Sudafrica, Australia y Japoén, la proteccién
cruzada es la mejor opcion para controlar CTV [2]. La proteccion cruzada, también
conocida como "preinmunizacion”, 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 dafio causado por un aislado severo del mismo virus [24]. En México,
la incidencia de plantas con sintomas severos asociados a CTV consistentes en:
amarillamiento de brotes, muerte de ramas terminales, frutos pequefos e incluso muerte

repentina de arboles ha aumentado, lo que sugiere que el patégeno esta cobrando



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] sefalan la existencia de
variantes severas de CTV tipo VT en los principales municipios productores de citricos
de Veracruz, de darse las condiciones adecuadas este patégeno podria ocasionar una
epidemia con graves consecuencias econdémicas; razon por la cual es necesario plantear
una alternativa sostenible y eficiente para la produccion citricola en México. Con base en
lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron determinar la presencia y distribucion de
aislamientos de CTV en regiones citricolas del centro y norte de Veracruz, asi como la
evaluacion y seleccion en condiciones controladas, de aislamientos promisorios para la

proteccién cruzada.

REVISION DE LITERATURA

Clasificacion y morfologia de Citrus tristeza virus

Taxonomicamente 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 genémico-monocatenario de~19.3 kb, con dos proteinas
de la capside [27] y organizado en 12 marcos de lectura abierta (ORFs- Open Reading
Frames) (Figura 1). Los ORF lay 1b codifican las proteinas para la replicacion del virus.
Los ORFs 6 y 7 codifican las proteinas de cubierta mayor y menor (CP y CPm,

respectivamente), p61 relacionadas al ensamblaje de viriones [28 y 29]; p6 asociada con



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 infeccion del virus [30; 31y 32].

ORF 1a 1b 2 3 4 5 6 7 8 91011
p6
5 o pro 3
p13

Figura 1. Diagrama de la organizacion genomica de Citrus tristeza virus (CTV). ORFs
la-11. PRO: dominio de la proteasa; MT: metiltransferasa; HEL: helicasa; RdRp: RNA
polimerasa RNA dependiente; HSP70h: homdlogo de la proteina de choque térmico 70;
CPm: cubierta proteica menor; CP: cubierta proteica mayor [29].

El genoma del CTV esta conformado por secuencias homadlogas que varian entre si
hasta 4 %. Dentro de la poblacion del CTV existen variantes, genotipos o aislados [33].
Cada variante puede inducir sintomas diferentes [16 y 34], o incluso ser asintomatica
[17]. El dafio severo se presenta en arboles de naranjo (C. sinensis [L.] Osbeck), pomelo
(C. paradisi Macf.) y mandarino (C. reticulata Blanco) injertados en naranjo agrio (C.
aurantium L.), asi como en arboles de lima acida mexicana (C. aurantifolia Swingle)

independientemente del portainjerto utilizado [35].

Variantes de Citrus tristeza virus

Con base en multiples marcadores moleculares y andlisis 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 mayoria de

los citricos infectados por CTV suelen presentar mas de una variante [39; 40 y 41].



Cambios fisioldgicos causados por virus

Durante la infeccion del virus en la planta, se llevan a cabo diversos eventos; en la célula
inicialmente infectada ocurre la replicacion y ensamblaje intracelular de las proteinas y
RNA virales; el movimiento célula a célula es mediado por una o mas proteinas de
movimiento a través de plasmodesmos; por ultimo, la multiplicacion de virus en las partes

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

Transmisién de Citrus tristeza virus

El virus es transmitido por afidos 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 transmision depende
de la especie del pulgdn transmisor, la variante del virus, el portainjerto y la variedad,
ademas de las condiciones ambientales. T. citricida se reporta como el vector mas
eficiente y estd presente en el sur y centro de América, desde la cuenca del Caribe, el
sureste de México (de Veracruz a Yucatan), Hawai y Florida [46]. A. gossypii también se

ha considerado como vector eficiente de CTV [47].

Sintomas ocasionados por Citrus tristeza virus

Los sintomas que causa CTV difieren entre variedades. Los sintomas tipicos de esta
enfermedad se asocian a menor vigor de los arboles, crecimiento deficiente y desarrollo
de frutos pequefios [8]. En arboles cuyo portainjerto es naranjo agrio (Citrus aurantium
L.), ocurre decaimiento repentino que conduce a su muerte. Otro sintoma es el picado o

acanaladura del tallo en naranjo (C. sinensis [L.] Osbeck), lima persa (C. latifolia Tanaka)
5



y pomelo (C. paradisi Macf.) independientemente del portainjerto utilizado, que conlleva
a la reduccion del tamano y calidad del fruto, asi como a la reduccion del vigor del arbol.
El tercer sintoma es el amarillamiento de las hojas en limén 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 limon 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 sintomas clasicos cuando se trata

de variantes severas.
Estrategias de manejo CTV-Afidos

El manejo de las enfermedades virales en distintos cultivos se basa en la prevencion asi
como en la aplicacion de medidas en los puntos vulnerables del ciclo del patégeno, para
ello es preciso el diagnéstico y el entendimiento del ciclo de la enfermedad, incluyendo

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

Una de las medidas de control mas prometedoras es la proteccion cruzada, que consiste
en la inoculacion previa de plantas con una variante no severa del virus, que inducira
sintomas ligeros o asintomaticos y que brindara proteccién contra la infeccion de

variantes severas en campo [49].

La proteccion cruzada fue aplicada por primera vez por McKinney en 1929 con Tobacco
mosaic virus, donde las plantas de tomate muestran ligeros mosaicos en comparacion

con las testigos positivas [50] y a partir de entonces, se ha utilizado como una estrategia
6



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 citricos, especialmente con naranjo Péra en Brasil, donde
se han protegido mas de 80 millones de arboles. También se ha utilizado en Australia
para la proteccion del pomelo Marsh contra variantes severas, asi como para la
proteccion del pomelo Star Ruby en Sudéafrica, naranjo Navel y lima en Perd, pomelo en
Argentina'y C. hassaku en Japdn, gracias a lo cual ha continuado la producciéon comercial
de esas variedades de citricos a pesar de la presencia de variantes severas del CTV en

esas regiones [65 y 66].

Mecanismos de defensa en plantas a patégenos

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 raices causando la muerte de las raicillas y al final se observa
decaimiento del arbol por el suministro deficiente de agua y nutrientes. Dichos

acontecimientos no ocurren en portainjertos tolerantes, trabajos previos han demostrado



qgue el mecanismo de defensa del naranjo agrio es la muerte celular o reaccion de
hipersensibilidad (RH) en la zona de infeccidn [67; 68]. En la HR intervienen las especies
reactivas de oxigeno (ROS), peréxido de hidrogeno (H202) e incremento de 6xido nitrico
(NO) [69], la sintesis enzimas como: catalasas y peroxidasas, asi como compuestos

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

Cambios fisioldgicos causados por virus

Los patdgenos pueden causar modificaciones sustanciales en la fisiologia del
hospedante, lo que puede ocurrir directamente a través de la secrecion de enzimas liticas
y toxinas o indirectamente a través de las respuestas del hospedante inducidas por el
patégeno. Entre los procesos fisiologicos relevantes, la fotosintesis es la més afectada

por patdgenos foliares [66; 67 y 68].

El transporte de CO:2 y vapor de agua, impulsado por la fotosintesis, respiracion y
transpiracion, es fundamental en las hojas y estan involucrados en el suministro de
energia y compuestos necesarios para varios procesos metabdlicos. La infeccion por
virus a menudo disminuye la actividad fotosintética e incrementa la apertura de los
estomas [69; 70 y 71]. La sintesis y acumulacién excesiva de una proteina viral en las
células vegetales también pueden alterar la composicion de las proteinas enddgenas y
ocasionar la reduccion significativa de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
(RuBisCO) [72y 73], que es la enzima clave para la asimilacion fotosintética del COz2; sin
embargo, hasta donde se sabe, no se ha realizado ningun estudio para examinar los

efectos de la infeccion viral en el intercambio de gases de las hojas.



Los estomas también permiten que ciertos hongos, bacterias y nematodos entren a la
planta. En los ultimos afios, 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 infeccién viral en hospedantes susceptibles reduce la densidad
estomética, indice estomatico, ocasiona menor pérdida de agua por transpiracion y

disminuye la apertura o desarrollo de los estomas [76].



CHAPTER I. PREVALENCE OF MILD T30, T3, AND SEVERE VT STRAINS OF

CITRUS TRISTEZA VIRUS IN CENTRAL-NORTHERN VERACRUZ, MEXICO?

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 articulo cientifico 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 Il (CVd-Il), 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 Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Morelos,

Michoacan by 2000, and to Colima, and Nuevo Ledn 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 pL of EB1 and 75 pL 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 pL of 5SM 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 pL of the supernatant was transferred to a 1.5 mL
microcentrifuge tube with 540 pL 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 puL 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 pL of the supernatant
were transferred into a 1.5 mL microcentrifuge tube containing 500 pL of isopropanol and
75 pL 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 CGAGTC TGG GGT AGG A 273
Reverse (R) TCAACG TGT GTT GAATTT CCC AAG C
T30 Forward (F) TGT TGC GAAACT AGTTGACCCTACTG 206
Reverse (R) TAG TGG GCA GAG TGC CAAAAG AGAT
T3 Forward (F) GTTATCACG CCTAAAGTTTGG TACCAC

T 409
Reverse (R) CAT GAC ATC GAA GAT AGC CGA AGC
VT Forward (F) TTT GAA AAT GGT GAT GATTTC GCC GTC 302
A

Reverse (R) GAC ACC GGA ACT GCY TGAACAGAAT
T36 Forward (F) TTC CCT AGG TCG GAT CCC GAG TATA 836
Reverse (R) CAA ACC GGG AAG TGACACACTTGTTA

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 pL of each forward and reverse primer (Table 1) [12 and 89] were added into a
0.2 mL microcentrifuge tube with 4 uL water and 2 pL of RNA (200 pg pL-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 pL of the mix containing 2 pL Buffer 5X of M-MLV
(PROMEGA), 1 yL of DTT 0.1M (PROMEGA), 0.5 pL of dNTP's Mix (PROMEGA), and
0.15 pL 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 pL of the reaction mix. This mix
contained 2 pL of Green buffer GoTaq DNA polymerase (PROMEGA), 0.4 uL of MgCiI2,
0.2 pL of dNTP's mix, 0.6 pL of each primer F and R [12 and 16], 0.1 pL of GoTag DNA
polymerase (PROMEGA), 5.1 pyL of DNase-free water, and 2 uL 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.

Tuxpaﬂ [
Tihuatlan ]
Papantla ]
Martinez ]
Cuitlahuac |
Cazones ]
Castillo de Teayo ]
Alamo ]
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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.
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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.
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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
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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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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 (CVvd-Il), 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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CAPITULO Il. OBTENCION DE AISLADOS DE CITRUS TRISTEZA VIRUS EN

VERACRUZ Y SU POTENCIAL EN LA PROTECCION CRUZADA

2.1 RESUMEN

En México se detecté a Citrus tristeza virus en 1983 en Tamaulipas y en 1986 en
Veracruz. Sin embargo, a pesar de eliminar las plantas positivas, la enfermedad continué
dispersédndose debido a que no existian viveros certificados y la produccién de planta se
realizaba a cielo abierto, aunado a que en la mayoria de las zonas citricolas se
encuentran especies de afidos capaces de transmitir al virus. Para el manejo de la
enfermedad, existen diversas alternativas, la mas utilizada es el empleo de portainjertos
tolerantes, otra opcion de mayor alcance es la proteccion cruzada, que ha sido usada a
escala comercial en Brasil desde 1962 y en Sudafrica desde 1976 con excelentes
resultados. Frente a la actual problematica en el Norte de Veracruz, se planted la
presente investigacién, con el objetivo buscar variantes asintomaticas de CTV
provenientes de campo y evaluar su potencial para la proteccion cruzada de naranjo
Campbell y lima Persa. Se utilizaron plantas de lima acida mexicana provenientes de
semilla como plantas indicadoras, las cuales fueron asintomaticas cuando tenian dos
variantes (T30 + T3). Sin embargo, cuando tenian una variante, mostraron ligero
amarillamiento en las hojas o en la nervadura central. Mediante la indexacién biologica
con Citrus aurantifolia se logré conocer el comportamiento biolégico de las variantes
atenuadas de CTV que pueden utilizarse en programas de proteccion cruzada para C.
sinensis y C. latifolia, principales especies de citricos cultivadas en Veracruz. Asi también
la RT-PCR con iniciadores especificos y secuenciacion sanger proporcionaron
informacion sélida para corroborar que se estuvo trabajando con dos variantes de CTV.

Palabras clave: Infeccién asintomatica, Citrus aurantifolia, proteccion cruzada
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2.2 INTRODUCCION

Existen diferentes estrategias para el manejo de enfermedades, dentro de las que
destaca la prevencion, que consiste en implementar técnicas de manejo antes de la
infeccion para proteger a las plantas del ataque de algun patdgeno especifico. La
utilizacion de plantas resistentes es considerada como el método ideal para el manejo de
enfermedades, con esta practica se reducen las pérdidas causadas por la infeccion de
patdgenos. 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 mas tiempo para evaluar la resistencia [108].

En frutales, el uso de portainjertos ha sido una estrategia para controlar enfermedades;
en el caso de citricos fue de uso extensivo en 1836, principalmente por problemas con
Phytophthora [109], en aguacate desde 1950 [110], en citricos, para el control de CTV a
partir de 1964 [111]. Desafortunadamente, todos los portainjertos utilizados tienen fallas
[112], que limitan su supervivencia, asi como tolerancia a enfermedades, adaptabilidad
o influencia en la productividad o calidad de la fruta [113]. En la actualidad, la forma mas
eficiente de proteger las variedades comerciales de citricos ante variantes severas de
CTV, es la proteccion cruzada, con aislamientos asintomaticos de CTV, en variedades
importantes como naranjo (C. sinensis [L.] Osbeck) cv Péra en Sao Paulo, Brasil [51] y

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

La proteccion cruza también ocurre cuando existe antagonismo, interferencia homologa
y exclusion de superinfeccion. En algunos estudios se ha demostrado que una proteina

p33 viral no conservada y una region del extremo 5 que codifica para los RNA
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subgenomicos y proteasas son las que median la exclusion entre las variantes del virus
[115; 116]. En la ultima &rea del genoma viral de CTV es donde se encuentra la mayor
diversidad por lo que se supone que modifica a mas de un factor que permite al virus
primario diferenciarse entre si mismo y otro y asi determinar el resultado de la infeccion

del virus externo [117].

Debido a lo anterior, en los ultimos afos la proteccidon 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 sintomas leves o asintomaticos, que
mostraran tolerancia a la infeccion subsiguiente por variantes del mismo virus o
estrechamente relacionados, que causan sintomas severos o incluso la muerte de

plantas [57; 118].

La mayoria de las plantaciones citricolas fueron destruidas en Argentina y Brasil de 1930
a 1940 y en Colombia y Pert 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 citricos, 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 dafios causados por CTV han sido considerables en
areas con presencia de aislamientos severos (T36 y VT), que ocasionan rapido
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 mas devastadoras en citricos
y debido a que el uso de portainjertos tolerantes no ha sido la solucién para la infeccion
de variantes severas, la proteccion cruzada es usada para disminuir las pérdidas
causadas por CTV. En Brasil desde 1962 se ha realizado la proteccién cruzada en Citrus
sinensis, C. aurantifolia, C. latifolia y C. paradisi con un aislamiento atenuado logrando
que las plantas no expresen sintomas de tristeza o picado del tallo sin afectar el

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

Estudios recientes sefialan la existencia de variantes severas de CTV en las regiones
productoras de citricos 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 citricos injertadas en portainjertos tolerantes; los riesgos de
diseminacién de variantes severas a nuevas areas por afidos o material vegetativo
infectado son reales y deben considerarse; por lo tanto, una estrategia que puede ser
eficaz contra dichas variantes es la proteccion cruzada. En este contexto, se decidio
caracterizar biologica y molecularmente variantes atenuadas de CTV con potencial para

ser utilizadas en programas de proteccion cruzada.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Muestreo y propagacion de plantas

En una primera etapa se colectaron varetas en arboles 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 arbol seleccionado

se muestrearon cuatro brotes vegetativos en crecimiento activo y las yemas de estos se

28



emplearon para injertar 30 plantas de Citrus volkameriana como portainjerto de cuatro

meses con tallos de 0.5 mm de diametro.

Las plantas se mantuvieron en jaulas con malla antiafidos y se evaluaron visualmente
por seis meses. En el momento en el que las plantas expresaron brotacion y madurez de
hojas, se realizaron pruebas de RT-PCR con iniciadores especificos para CEVd, CVd-II,
CPsVy CTV asi como PCR para Candidatus Liberibacter asiaticus para asegurar que las

plantas estuvieran infectadas Unicamente por las variantes T30 6 T3.

Con la finalidad de identificar variantes atenuadas, se realizé un segundo muestreo de
varetas con sintomas leves o infeccion asintomatica en dos municipios. Se identificaron
tres arboles (dos en Cazones y uno en Castillo de Teayo), de los cuales se obtuvieron
varetas que se injertaron en 10 plantas de limén volkameriano. Un mes después, cuando
ocurrié la brotacién de los injertos, y posteriormente cada dos mes durante un afio, se
verifico la identidad de las variantes mediante pruebas de RT-PCR y con evaluaciones

visuales de sintomas.

2.3.2 Extraccién de acidos nucleicos

Se realiz6 extraccion de RNA con el protocolo descrito por Contreras-Maya et al. [18]
para detectar variantes de CTV mediante RT-PCR [21]. En la reaccion de transcripcion
inversa (RT) a cada micro tubo de 0.2 mL se le adicionaron 0.5 puL de cada iniciador
(sentido y antisentido) con 4 pL de agua 'y 2 pL de RNA (200 pg pL?) de cada muestra,
se incubaron a 72°C 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 pL de la

mezcla que contenia 2 pL amortiguador 5X de M-MLV (Promega), 1 yL de DTT 0.1M
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(Promega), 0.5 puL de dNTP’s Mix (Promega) y 0.15 uL de M-MLV transcriptasa reversa
(Promega), los micro tubos se incubaron en termociclador a 42 °C por 60 min seguidos

de 72 °C por 10 min.

Para la PCR, a cada micro tubo de 0.2 mL se le agregaron 9 uL del mix que contenia 2
uL de Green buffer GoTaqg DNA Polimerasa (Promega), 0.4 pL de MgClz, 0.2 uL de
dNTP’s mix, 0.6 yL de cada iniciador, 0.1 yuL de GoTaq DNA Polimerasa (Promega), 5.1
uL de agua libre de DNasa y 2 pL 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
secuenciacion. Las secuencias fueron ensambladas con el programa DNA BASER y se
compararon con las depositadas en el Centro Nacional de Informacién de Biotecnologia

(NCBI).

2.3.3 Uso de plantas indicadoras

Un afio después de mantener las plantas en condiciones protegidas, se realiz6 la
indexacion bioldgica, la cual es necesaria para determinar la actividad biologica de un
aislamiento de CTV especifico, en plantas de lima acida 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 DISCUSION

2.4.1 Deteccion de patdégenos

Durante la primera etapa del estudio, la mayoria de las plantas obtenidas de yemas
provenientes de campo resultaron positivas a mas de un patdgeno, por lo que, todas
fueron eliminadas (Cuadro 2.1). Los citricos 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 decoloracion,
secrecion de goma, oscurecimiento del floema, picado del tallo, agrietamiento de la
corteza y retraso del crecimiento en mandarino (C. reticulata Blanco) y sus hibridos [124].
Los resultados indicaron la existencia de variantes severas y leves, independientemente

de la localidad y especie.

Otra de las enfermedades comunes en citricos es Huanglongbing (HLB) causada por
Candidatus Liberibacter asiaticus — CLas, bacteria restringida al floema, no cultivable;
esta enfermedad se caracteriza por la formacion de brotes amarillos sectorizados, hojas
moteadas, frutos pequefios y semillas abortadas [125]. No existen procedimientos
curativos efectivos, por lo que su control consiste en evitar que los arboles se infecten.
Las mejores practicas de manejo de estas enfermedades incluyen la prevencion,
eliminacion del inoculo, desinfestacion de herramientas y, en el caso de HLB y CTV el

control de los vectores.

31



Cuadro 2.1. Deteccion de patdgenos asociados a citricos en dos municipios de

Veracruz durante la colecta de varetas

Procedencia & yvar  CTV  HLB CEVd Cachexia ~ lotlde
de varetas 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 C. sinensis + - - 10
Teayo

Los sintomas inducidos por CTV incluyen retraso del crecimiento, picado del tallo,
hundimientos en las hojas, aclaramiento de la nervadura y amarillamiento; en ocasiones
puede haber infeccion asintomatica segun la variante del virus, el momento de la

infeccidn, portainjerto, especie, cultivar y condiciones ambientales [8].
2.4.2 Agrupacion de plantas de interés

En el proceso de identificacion, las plantas se agruparon en tres origenes tomando en
cuenta la procedencia del arbol en: Arbol No. 1, y Arbol No. 2 provenientes del municipio
de Cazones y Arbol No. 3 de Castillo de Teayo (Cuadro 2.2). Los tres in6culos fueron
obtenidos de arboles de C. sinensis de huertos comerciales con presencia de CTV tipo
T30 6 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 citricos, estos
patogenos pueden ser dificiles de detectar debido a su baja concentracion o distribucion

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

Procedencia del

néculo Municipio T30 T3 T30+ T3
Origen 1 (arbol No. 1) Cazones 1 2 7
Origen 2 (arbol No. 2) Cazones 2 3 5
Origen 3 (arbol No. 3)  Castillo de Teayo 1 1 8

2.4.3. Prueba bioldgica

Las inoculaciones por injerto de yema y de corteza en C. aurantifolia para evaluar la
patogenicidad [40], fueron eficientes para la transmision de CTV. Las plantas mostraron
amarillamiento ligero cinco meses después de la inoculacion, especialmente las que solo
tenian 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 plantulas con brotes amarillos en todos los arboles de naranjos que tenian
una variante, mientras que en las plantas de limén mexicano se observé aclaramiento
severo de las nervaduras. Sin embargo, cuando se inocularon con ambas variantes, las

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

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

2.4.4 Exclusién de superinfeccion

La infeccion por un virus preexistente para prevenir una infeccion posterior por el mismo
virus se denomina exclusion por superinfeccion. El principio de este fendmeno es limitar
la multiplicacion de dos o mas genomas de virus relacionados en la misma célula [10].
Se ha demostrado que la exclusién por superinfeccion es conferida por proteinas
producidas por el virus primario al infectar una célula huésped, algunas de las cuales
bloquean la infeccion y multiplicacion del virus secundario [127; 128 y 129]. Es por ello
que se decidio trabajar con dos variantes para evaluar su respuesta en la inoculacion de

plantas indicadoras de lima &cida mexicana.

Estudios recientes revelan una coinfeccion de las variantes VT y T3 asi 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 exclusién de una superinfeccion por CTV es
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especifica; es decir, que una variante de CTV dada, genera proteccidon hacia otras del

mismo tipo.

La exclusion de superinfeccién por CTV es una funcion activa controlada por el virus, es
un proceso que previene la infeccidén por una variante de virus estrechamente relacionada
[132]; sin embargo, debido a que las plantas en campo frecuentemente presentan
mezclas de diferentes variantes, seria valioso desarrollar proteccion cruzada de amplio

espectro, creando una proteccion contra multiples variantes.

2.5 CONCLUSION

Se identificaron, propagaron y aislaron plantas positivas a las variantes T30 + T3 con
potencial para ser utilizadas en proteccion cruzada. Con base en los resultados
obtenidos, se establece que la infeccion de las variantes T30 + T3 puede ser utilizada

como una alternativa para el manejo de variantes severas de CTV.
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CAPITULO lIl. RESPUESTA FOTOSINTETICA 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 patdgenos mas importantes en la citricultura,
causa pérdidas significativas en el rendimiento de Citrus sinensis y Citrus latifolia,
especies de importancia econdmica en México. El control de este virus se realiza
comunmente con el uso de portainjertos tolerantes, pero cuando se tienen variantes
severas de CTV, la forma mas adecuada de manejo es la proteccion cruzada, técnica
utilizada en Brasil desde 1962, Sudafrica (1976), Japon (1960), Pert (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 pais, por lo que, el objetivo de esta investigacion fue determinar si las variantes
T30 + T3 de CTV, obtenidas de arboles asintomaticos, tienen potencial de usarse en
proteccion cruzada. Se registraron los sintomas y se realiz6 RT-PCR y secuenciacion de
los fragmentos amplificados. Para la caracterizacion biologica se utilizaron plantas de C.
aurantifolia como planta indicadora. Las variantes T30 + T3 de CTV no causaron
reduccion en la capacidad fotosintética. Sin embargo, la transpiracion y conductancia
fueron mayores en las plantas inoculadas en comparacion con las testigos. La densidad
estomética y el tamafio de estomas variaron de acuerdo con la especie. Las plantas
testigo presentaron estomas mas anchos y largos. Los resultados sugieren que las
inoculaciones con las variantes T30 + T3 de CTV brindan proteccion a las plantas de
naranjo Campbell y lima Persa, ya que fueron asintomaticas incluyendo las plantas
indicadoras. Hasta la fecha ningln estudio ha examinado la posibilidad de utilizar dos
variantes en la proteccién cruzada como alternativa de manejo de variantes severas de
CTV.

Palabras clave: Densidad estomatica, fotosintesis, proteccion cruzada
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3.2 INTRODUCCION

Los citricos se consideran dentro de los frutales mas importantes a nivel mundial, se
distribuyen en las regiones tropicales y subtropicales en mas de 140 paises [133] con
produccion superior a los 38 millones de toneladas. Los principales paises productores

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

En México, la superficie cultivada de citricos es de 571,175 ha y la produccion de
8,548,845ty es el segundo exportador de limoén a nivel mundial [134 y 135]; sin embargo,
las plantaciones de citricos son afectadas por patdgenos, dentro de los cuales Citrus
tristeza virus (CTV) es uno de los mas destructivos, especialmente en especies del

género Citrus [136].

La enfermedad conocida como tristeza de los citricos ha causado la muerte de millones
de arboles en Argentina, Brasil, Sudafrica, Estados Unidos de Norteamérica y Espafia;
contindia propagandose a nuevas areas, ya sea por yemas infectadas o transmitidas por

afidos [90].

El CTV causa tres sintomas principales: tristeza (decline), picado del tallo (SP) y
amarillamiento de plantulas (SY). La severidad es variable dependiendo del hospedante,
variantes del virus y diferentes tipos de estrés abiodticos que actian sobre la planta [105
y 137]. Aunque es sabido que la infeccion viral ocasiona alteracion de la fisiologia de las
plantas, es poca la informacion del efecto de la infeccibn causada por CTV en la

madquinaria fotosintética.

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

utilizacion de portainjertos tolerantes y en algunos casos el manejo de vectores. Otra
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medida ha sido la proteccion cruzada que consiste en disminuir los dafios ocasionados
por la infeccion de variantes severas del virus mediante la pre-inoculacion con aislados
que causan sintomas leves o asintomaticos del mismo virus. En Brasil desde 1962 han
empleado la proteccion cruzada a escala comercial como control de CTV, lo que ha
permitido la produccion de citricos hasta la fecha, en Sudéafrica desde 1976;
recientemente se estd impulsando en California [2; 66 y 138], lo anterior muestra que la
citricultura del futuro requiere de la proteccion cruzada para disminuir los dafios
ocasionados por variantes severas. Se sabe que CTV se encuentra en la planta infectada
como una mezcla de variantes que difieren en sus propiedades biolégicas y severidad
[139; 140]. La diversidad genética y reacciones biolégicas que genera este virus, hace
necesario conocer las caracteristicas de las variantes, para implementar un programa de

proteccion cruzada.

La fotosintesis es uno de los aspectos fisiologicos mas importantes de las plantas que es
afectada negativamente por estrés causado por factores bidticos o abidticos [141]. La
reduccion en la actividad fotosintética durante el estrés por patbgenos da como resultado
disminucién de la sintesis de clorofila e inhibe las actividades del ciclo de Calvin, ya sea

directa o indirectamente [142].

Las plantas que enfrentan estrés bibdtico, como una infeccién viral, reaccionan
aumentando la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) como H20:2 (peréxido
de hidrogeno), Oz (superoxido) y radicales OH (hidroxilo) debido a la mayor fuga de
electrones al oxigeno molecular [143 y 144]. Las ROS pueden actuar como via de
transduccion de sefiales, pero la produccidn excesiva puede causar estrés oxidativo, que

dafa las estructuras de las plantas [144].
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Los estomas son estructuras especializadas que funcionan como vélvulas para el
intercambio de gases, estan formados por dos células protectoras que rodean al poro y
unen los espacios intercelulares del interior de la hoja a la atmésfera; permite que el
diéxido de carbono llegue a los cloroplastos del mesofilo, para producir reacciones
fotosintéticas [145]. También pueden ser importantes en la infeccion por patégenos como
hongos, bacterias y nematodos, permitiendo su penetracion a la planta. En los ultimos
afios 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
informacion con relacién 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 estomatica (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 reduccion

de la DE no fue significativa.

De esta manera, el objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto de la inoculacion de
plantas de Citrus latifolia y Citrus sinensis, asi 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 parametros fisiol6gicos
en las tres especies de citricos para evaluar su potencial uso en proteccién cruzada de

naranjo Campbell y lima Persa.

39



3.3 MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 con naranjo Campbell (Citrus sinensis [L.] Osbeck) y lima Persa
(Citrus latifolia Tanaka) injertadas en limon volkameriano (Citrus volkameriana Pasq.). La
lima &cida mexicana (Citrus aurantifolia Swingle) proveniente de semilla se utiliz6 como
planta indicadora. El experimento se realizé 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 arboles de naranjo previamente identificados como positivos
a CTV tipo T30 + T3, se injertaron en C. volkameriana y se evaluaron de manera visual
cada 15 dias; se confirmo la presencia de CTV (T30 + T3) al afio del injerto mediante RT-
PCR y secuenciacion 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 diametro c/u) y lima
acida mexicana (0.5 cm) provenientes de semilla, se inocularon en la parte media del
portainjerto, por cada origen de indculo. Las inoculaciones se realizaron por medio de
yemas y parches (corteza), un mes después de ser inoculadas, se confirmd la presencia
de CTV (T30 + T3) y posteriormente, se realizaron verificaciones cada tres meses durante

un afno.
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3.3.2 Extraccion de RNA y RT-PCR

La extraccion de RNA se llevé 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-
Ry T3-F, T3-R [12]. En la reaccion de transcripcion inversa (RT) a cada tubo microtubo
de 0.2 mL se adicionaron 0.5 pL de cada iniciador (F y R) con 4 pL de agua y 2 pL de
RNA (200 pg pL?) de cada muestra, se incubaron a 72 °C 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 uL del mix que contenia 2 uL amortiguador 5X de M-
MLV (Promega), 1 uL de DTT 0.1M (Promega), 0.5 pL de dNTP’s Mix (Promega) y 0.15
uL de M-MLV Reverse Transcriptase (Promega), los microtubos se incubaron en

termociclador a 42 °C por 60 min seguidos de 72 °C por 10 min.

Para la PCR, a cada microtubo de 0.2 mL se le agregaron 9 uL del mix que contenia 2
puL de Green buffer GoTaq DNA Polimerasa (Promega), 0.4 pL de MgCl2, 0.2 uL de
dNTP’s mix, 0.6 puL de cada iniciador (F y R), 0.1 uL de GoTag DNA Polimerasa
(Promega), 5.1 pL de agua libre de nucleasas y 2 pL 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 Secuenciacion y analisis 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 realiz6 la comparacion de las

secuencias mediante el Basic Local Alignment Search Tool (BLAST®), en la base de
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datos del Centro Nacional de Informacibn de Biotecnologia (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 multiple de secuencias se efectuo con la aplicacion MUSCLE, incluido en
el software Molecular Evolutionary Genetics Analysis v7 (MEGA), donde se cortaron los
extremos de las mismas. El analisis filogenético se hizo con el método de Neighbor-
Joining (NJ) y el modelo de sustitucion de nucleétidos que se obtuvo fue K2 (Kimura 2

parametros), se realizé un “bootstrap” de 500 repeticiones.

3.3.4 Variables fisiolégicas evaluadas

Se evaluaron fotosintesis, nimero y tamafio de estomas y crecimiento en las plantas 12
meses después de la inoculacién. El crecimiento (longitud y didmetro) se midié con un
calibrador vernier digital std y mm (TRUPER) y flexdmetro magnético 5Mx19mm

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

La tasa fotosintética se cuantificd por medio de un sistema portatil de analisis de gases
IRGA (LI-6400/XT, Li-cor, Lincoln, Nebraska, USA). Para ello, un afio después de la
inoculaciéon y en cada arbol, cuatro por tratamiento, se seleccioné una hoja madura
situada en rama del dltimo flujo de crecimiento, para realizar las mediciones de

fotosintesis en las plantas. Las evaluaciones se hicieron de las 12:00 a las 13:00 horas.
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3.3.5 Tamafo y densidad de estomas

La cuantificacion de estomas se realizd 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
instantaneo 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
presiond sobre portaobjetos; un minuto después, la hoja se desprendié con cuidado. Se
tomaron imagenes con microscopio Tessovar (Carl Zeiss, Germany) con camara Canon

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

La densidad estomética (DE) corresponde al nimero de estomas por unidad de superficie
foliar. Es una variable que esté influenciada por la especie vegetal, asi como por factores
biéticos y abidticos con el programa Image J se realiz6 el conteo de estomas por campo,
utilizando el objetivo 10X. Se hicieron dos impresiones por hoja, y se fotografié un campo
por impresién. Se evaluaron 10 campos por tratamiento. El area del campo fue de 1.4
mm?. La densidad se expresé en nimero de estomas por mm?2. En cuanto al largo y
ancho de estomas, se midié la longitud y ancho de diez estomas por campo (40X),
obteniendo por cada tratamiento 100 mediciones con el programa ImageJ y su tamafio

se expres6 en um.

Los datos de cada una de las variables se les realizaron analisis de varianza y prueba de
comparacion de medias DSH (diferencia significativa honesta), segun 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 DISCUSION

3.4.1 Sintomas de plantas inoculadas

No se observaron sintomas evidentes en naranjo Campbell y lima Persa. Muller et al. [49]
y Leonel et al. [138] mencionan que las variantes de CTV que pudieran servir para
proteccion cruzada no causan sintomas en C. sinensis, inicamente ligero amarillamiento
en C. aurantifolia, misma que ha sido utilizada como planta indicadora al mostrar los

sintomas tipicos de la infeccion por CTV [147 y 148].

En el presente estudio, todas las plantas inoculadas de lima &cida mexicana desarrollaron
sintomas muy leves durante el experimento consistente en amarillamiento ligero de las
nervaduras de hojas (Figura 3.1). Besoain et al. [101] realizaron la caracterizacion
biologica de las variantes de CTV, donde la lima &cida mexicana se utiliz6 como planta
indicadora y encontraron que algunas variantes atenuadas causaron amarillamiento de
las nervaduras. Por otro lado, en estudios efectuados en Pakistdn se menciona que es
indispensable llevar a cabo la indexacion biologica en C. aurantifolia para evaluar
variantes de CTV con potencial para utilizarse en proteccion cruzada [149]. Diversos
estudios han demostrado que muchas enfermedades virales disminuyen la fotosintesis

debido a la reduccién de los pigmentos fotosintéticos [150].
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Figura 3.1. Hojas de lima acida mexicana cinco meses después de la inoculacion. a)
testigo, b) inoculado con CTV T30 + T3.

Como se ha mencionado anteriormente, las plantas infectadas con el virus de la tristeza
de los citricos muestran sintomas como: decaimiento repentino, picado del tallo de
naranjos dulces injertados en naranjo agrio, aun cuando sean variantes atenuadas. En
cambio, lima acida mexicana muestra ligero aclaramiento de las nervaduras cuando se
infecta con variantes atenuadas del virus [90 y 137], los sintomas observados
coincidieron con lo reportado por Garnsey et al. [139]; HanCevi¢ et al. [144] y Soler et al.
[147] que consistieron en ligero amarillamiento de las nervaduras, por lo que
biol6gicamente se consideraron como variantes atenuadas. El uso de medios biol6gicos
para comprobar la existencia o ausencia de CTV ha sido una herramienta Util 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 inoculacién, posteriormente cada tercer mes hasta cumplir dos afios. Con el objetivo

de asegurarse que no tuvieran otra variante del virus en estudio u otro patégeno, se
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realizaron RT-PCRs con iniciadores especificos a todas las plantas, consecutivamente
geles de agarosa para visualizar los fragmentos esperados (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Gel de agarosa 2% de productos de RT-PCR de plantas de citricos
inoculadas con T30 + T3. Carriles 1y 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 acida
mexicana; carriles 17 y 33 controles negativos, carriles 19-22 naranjo Campbell; carriles

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

3.4.2 Andlisis 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, nUmeros de acceso:

AF260651.1 y EU857538.1.

El virus de la tristeza de los citricos se destaca de otros virus por la diversidad de
variantes que presenta, cuyas caracteristicas difieren genética y biol6gicamente. Para
poder distinguirlos filogenéticamente, es necesario realizar analisis de secuencias. Las
muestras analizadas formaron tres grupos: uno con mas del 95 % de similitud a la

secuencia tipo T30 con 15 plantas: cinco de naranjo, cinco de lima persa y cinco de lima
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acida mexicana. El segundo agrupamiento consistié en tres secuencias de naranjo, cinco
de lima persay 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.
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Figura 3.3. Reconstrucciéon filogenética de Citrus tristeza virus (T30 + T3) maxima
verosimilitud basado en el modelo de Jukes-Cantor (JC). Probabilidad logaritmica mas
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 andlisis de secuencias utilizando genomas completos de variantes de CTV de todo el

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

nucleodtidos del fragmento 5° ORF1a y el gen de la cubierta proteica (CP) [84 y 151].
3.4.3 Fotosintesis en plantas inoculadas

Las inoculaciones con CTV (T30 + T3) no afectaron significativamente la tasa de
fotosintesis neta, pero si la conductancia y transpiracion Figuras 3.4A, B y C; Lima acida
mexicana tuvo valores mayores en fotosintesis, conductancia y transpiracion en
comparacion con naranjo Campbell y lima Persa. El aumento de la sintesis de enzimas
antioxidantes puede aclimatar a las plantas al estrés posterior como el causado por una
infeccion viral sistémica. El equilibrio entre la produccion de ROS y la actividad de las

enzimas antioxidantes determina si se produciran sefiales oxidativas o dafios [144; 152].

Olarte-Ortiz et al. [153] encontraron que, en arboles de naranjo de ocho afos, la tasa de
asimilacion de COz2fue de 3-4 pmol CO2m>2s? antes de la floracién y mayor a 10 umol
CO2m?st durante el periodo de fructificacion; sin embargo, en este caso fueron plantas
de afio y medio y la tasa fotosintética varié de 8 a 9 umol CO2 m=s, tanto en plantas

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

Si se considera la especie, lima acida mexicana fue la que tuvo mayor asimilacion de
C02(9.59 umol CO2 m2s?t) en comparacién con naranjo Campbell que tuvo 7.63 umol
CO2 m2sl. Ribeiro et al. [154] mencionaron que en las plantas de naranjo dulce
infectadas por Xylella fastidiosa, el potencial hidrico de la hoja, asimilacion de COz,
transpiracion y conductancia estomatica tendieron a disminuir; sin embargo, en la

presente investigacion utilizando dos variantes de CTV ocurri6 lo contrario, lo que indica
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que los indculos utilizados podrian emplearse para la proteccion cruzada de C. sinensis

y C. latifolia.
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Figura 3.4. Valores medios de fotosintesis, transpiracion y conductancia estomatica en
tres especies de citricos (C. sinensis [L.] Osbeck, C. latifolia Tanaka y C. aurantifolia
Swingle) inoculadas con las variantes T30 + T3 de CTV. A) comparacion de tasa
fotosintética, B) transpiracién, 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 Transpiracion y conductancia estomatica

Diversos autores sefialan que existe correlacion entre fotosintesis y conductancia
estomatica debida al cierre estomatico, como respuesta al estrés hidrico [155 y 156]. Ante
un aumento del déficit de presion de vapor, las plantas regulan su nivel de transpiracion
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 fotosintesis neta disminuye por la infeccion de virus al igual que
los procesos dependientes de la luz, de las reacciones de los tilacoides, conductancia
estomatica o actividad de las reacciones de fijacién de carbono del ciclo de Calvin [158 y

159].

La disminucion fotosintética puede variar sustancialmente segun la especie, cultivar y
virus. Debido a que algunas variantes de CTV causan cambios visibles en la coloracion
y turgencia de las hojas, es razonable suponer que la disminucion fotosintética inducida
por virus podria estar asociada con reducciones en la conductancia estomatica y
posiblemente la actividad de las reacciones en tilacoides; en el presente trabajo se
encontrd que tanto la fotosintesis como la conductancia y transpiracion tuvieron valores

elevados en las plantas inoculadas en comparacién con los testigos.

Por otro lado, los parametros de conductancia y transpiracion en las plantas inoculadas
de lima &cida mexicana y naranjo Campbell se incrementaron, mientras que en lima
Persa disminuyé Figura 3.5A, donde los promedios de conductancia en las plantas
inoculadas de lima acida mexicana (0.21 mol H20 m?st) fue mayor que las de naranjo

Campbell y lima Persa (0.12 mol H20 m?s), mientras que en las plantas testigo (sin
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inocular), los valores fueron menores: naranjo Campbell (0.09 mol H20 m?s™), lima &cida

mexicana (0.12 mol H20 m?st) y lima Persa (0.13 mol H20 m?s™).
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Figura 3.5. Conductancia estoméatica y transpiracion en tres especies de citricos
inoculadas y no inoculadas con CTV (T30 + T3). A) conductancia (mol H20 m?s™), B)
transpiracion (H20 m2s1).

En algunas investigaciones se ha demostrado que el estrés salino disminuye la
fotosintesis neta y conductancia estomatica, afectando la disponibilidad de CO:2 para la
carboxilaciéon [160] y dicha respuesta también la podria causar un virus ya que para que
cause infeccion sistémica debe multiplicarse y existir interaccidén de las proteinas virales
con las proteinas vegetales y ocurrir la supresion de las respuestas de defensa de la

planta hospedante a la infeccion viral [161].

En el caso de la transpiraciéon (Figura 3.5B), plantas inoculadas de lima acida mexicana
y naranjo Campbell tuvieron valores de 7.23 y 5.01 H20 m™2s?, respectivamente, en
comparacion con los testigos (naranjo Campbell 4.04 y lima acida mexicana 4.78 H20 m-

2s1), en lima Persa, el valor medio en plantas inoculadas fue menor (4.86 H20 m2s?),
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mientras que en los testigos el promedio fue de 5.23 H20 m?s. La tasa de transpiracién
afecta el movimiento del virus a través de la via apoplastica y transporte horizontal desde
el floema hacia los tejidos circundantes [162]. Con los resultados obtenidos se puede
decir que la inoculacion tuvo efecto en la conductancia y transpiracion, principalmente en

las plantas de lima acida mexicana y naranjo Campbell, sin afectar la fotosintesis.

3.4.5 Densidad estomética en plantas inoculadas

La asimilacion de diéxido de CO:2 a través de las aberturas de los estomas, conduce a
pérdidas inevitables de agua por transpiracion. La compensacion entre fotosintesis y
transpiracion se refleja en la eficiencia del uso del agua [163]. Las plantas reaccionan
ante cualquier estrés ya sea de origen bibtico o abibtico, a través de una serie de
respuestas como disminucion en la conductancia de los estomas, con lo cual se evita la
pérdida de agua por transpiracion, abscision y area foliar y, por tanto, la superficie de

transpiracion, y adaptaciones a nivel metabdlico y osmorregulacion [164].

En citricos, los estomas se encuentran generalmente en el envés de las hojas; consisten
en un poro microscopico central rodeado por dos células protectoras (Figura 3.6).
Cuando las células protectoras estan completamente turgentes, los poros se abren y
ocurre la absorcion de CO: para la fotosintesis, asi como la pérdida de agua por
evapotranspiracion; en condiciones de estrés severo pueden llegar a cerrarse,

restringiendo el intercambio de CO:2 y pérdida de agua [81].
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Figura 3.6. Estomas de hojas de citricos. A) Microfotografia a 10X para contar estomas;

B) Microfotografia a 40X para la medicion de estomas.

Perez-Clemente et al. [165], demostraron que la capacidad fotosintética de las plantas
de limén mexicano infectadas con CTV (T318) se redujo después de la infeccion, en el
presente estudio no se encontraron cambios en las tasas fotosintéticas, transpiracion y
conductancia estomatica en plantas inoculadas con T30 + T3. Dichos resultados
coinciden con los de Hancevic et al. [144], donde evaluaron por 10 afios plantas de limon
mexicano inoculadas con CTV, sin encontrar diferencias en fotosintesis y transpiracion

en comparacion con las no inoculadas.

La densidad estomatica (DE) varié con la especie, sobresaliendo lima &cida mexicana
con 602.55 estomas por mm?, mientras que T1: Naranjol de Rancho nuevo tuvo 578.6
estomas por mm? (Figura 3.7A). Se ha documentado que la reduccién de la densidad
estomatica podria ser una opcion del hospedante susceptible para evitar mayor infeccién

viral, lo que indica que se trata de una respuesta sistémica [76 y 81].

Tomando en consideracion la especie, los estomas de lima Persa fueron mas largos y
anchos en comparacion con los de naranjo Campbell y lima acida mexicana; sin
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embargo, la inoculacion tuvo efecto significativo, puesto que analizando por tratamientos,
en TO (testigo), se encontraron los estomas mas largos (Figura 3.7B). Los estomas
pequefios presentan respuesta mas rapida, comparados con estomas grandes, Yy
combinados con alta densidad estomética, muestran mayor conductancia en condiciones

desfavorables [166].
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Figura 3.7. Densidad estomatica en C. sinensis [L.] Osbeck, C. latifolia Tanaka y C.
aurantifolia Swingle inoculados con CTV (T30 + T3) de tres procedencias. A) valores
medios del nimero de estomas por mm?; B) tamafio de estomas (largo y ancho); medias
con letras diferentes en las columnas denotan diferencias significativas en P < 0.05 en
cada variable.

El nimero de estomas fue diferente entre especies. Sin embargo, la procedencia del
in6culo utilizado afecté esta variable (Figura 3.8); en lima Persa, los tratamientos T2 y
T3 tuvieron en promedio 374.6 y 473.6 estomas por mm? respectivamente, el testigo tuvo
512 estomas por mm?y T1 573 estomas por mm?2. Berdeja-Arbeu et al. [167] mencionan

que lima Persa injertado en limén volkameriana tiene en promedio 328 estomas por mm?.
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En lima &cida mexicana T0 (595.5 estomas mm?) se comport6 casi igual que T1 (589.6
estomas por mm?), mientras que T2 (556.3 estomas por mm?) fue menor y T3 obtuvo el
valor mas alto (668.8 estomas por mm?). En el caso de naranjo Campbell, el menor
promedio se registré en T3 (543.6 estomas por mm?), mientras que el testigo presentd
550.1 estomas por mm?, siguiéndole T1 con 573.1 estomas por mm? y el sobresaliente
T2 con 664.2 estomas por mm? (Figura 3.8). En investigaciones realizadas por Arrieta-
Ramos et al. [168] encontraron que las hojas de naranjo Campbell injertada en limén

volkameriana tuvieron en promedio 106 estomas por mm?2.
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TO Tl = T2 = T3

Figura 3.8. Densidad estoméatica medida en naranjo Campbell, lima Persa y lima acida
mexicana. Tres fuentes de in6culo T30 + T3: TO: 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 regulacion de la
transpiracion basada en su densidad y mecanismo de cierre capacita a la planta para
controlar las pérdidas de agua en condiciones de estrés ambiental. Alun se desconoce si

la reduccion en el indice estomatico es respuesta de defensa de la planta o benéfica para
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el virus durante la infeccion; de hecho, se ha informado recientemente que la reduccién
en densidad e indice de estomas probablemente estaria asociada con transpiracion

reducida y mayor eficiencia en el uso del agua por parte del hospedante [169].

3.4.6 Dimensi6én de estomas

En el testigo (TO) se obtuvieron los estomas mas grandes en las tres especies: naranjo
Campbell: 26.1 um, lima Persa: 25.7 um, lima acida mexicana: 22.2 um), en comparacion
conT1, T2y T3 donde los valores fueron menores a 24.3 um en las tres especies (Figura
3.9). Arrieta-Ramos et al. [168] encontraron que naranjo injertado en limén volkameriano
tenia estomas que median en promedio 23.92 x 19.99 um (largo x ancho); mientras que
Berdeja-Arbeu et al. [167] mencionaron que en lima Persa / limén volkameriano, la
longitud fue 24.67 pm. La infeccion por virus generalmente causa alteraciones
morfolégicas y fisiologicas en las plantas infectadas [170]. En el presente estudio, se
redujo el tamafio de los estomas y seria importante saber si esta reduccién afecta la

fotosintesis y con ello el rendimiento.

El ancho de estomas medio fue mayor en lima Persa (22 pum) y naranjo Campbell (21
pum) del tratamiento TO; sin embargo, en lima &cida mexicana TO (18.4 um) fue menor en
comparacién con T1, T2 y T3 (Figura 3.9). Con los resultados obtenidos es posible
afirmar que el virus afecta el tamafio de los estomas. En este estudio fueron més largos

y anchos en lima persa, en comparacion con naranjo Campbell y lima acida mexicana.
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Figura 3.9. Tamafio medio (largo y ancho um) de estomas en tres especies de citricos.

A) Citrus sinensis, B) Citrus latifolia, C) Citrus aurantifolia.

El intercambio de gases, representado por el transporte de CO:2 y vapor de agua
impulsado por la fotosintesis, respiracion y transpiracion, es un proceso fisiologico
fundamental en las hojas y esta involucrado en el suministro de energia y compuestos
necesarios para varios procesos metabalicos. La infeccidon 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 CONCLUSION

La tasa fotosintética, transpiracion y conductancia estomatica no se afectaron en Citrus
sinensis y Citrus latifolia, inoculadas con CTV variantes T30 + T3. En las plantas
indicadoras la conductancia y transpiracion fueron mayores en comparacion con naranjo

y lima persa.

En las plantas de Citrus aurantifolia inoculadas con las variantes T30 + T3 no hubo

disminucién en la densidad estomatica.

El origen del inoculo afecto la densidad de estomas. T1, presenté mayor nimero de

estomas que el testigo.

Con relacion a las especies; naranjo presentd mayor niamero de estomas con T2, lima

persa en T1, mientras que, limén mexicano con T3.

La inoculacién con las variantes T30 + T3 de CTV encontrados en el norte de Veracruz
podrian brindar exclusion por superinfeccién de naranjo Campbell y lima Persa injertados

en limén volkameriano ante variantes severas.
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DISCUSION GENERAL

Citrus tristeza virus ha sido considerada una de las enfermedades mas devastadoras,
probablemente originaria de Asia y diseminada a otras regiones citricolas 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), Espafa (1957), Israel (1970) y Venezuela (1980). Después empezaron a surgir
variantes denominadas severas y débiles del virus; el clasico decaimiento repentino
(quick decline) que induce el colapso de naranjo injertado en naranjo agrio ha sido
asociado con variantes severas, mientras que, las variantes asintomaticas 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 afios aproximadamente y seguramente se han
incrementado debido a la variabilidad genética del virus. En Brasil en 1960 surgieron
brotes de variantes severas y al afio siguiente (1961) empezaron a trabajar en estrategias
de control por medio de la proteccién cruzada en los cultivares de naranjo Péra y limon
Galego. Para 1977 se llevaron a campo mas 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
proteccion cruzada; es decir, la inoculacion de plantas desde vivero con variantes débiles,

gue brindan proteccion contra variantes severas. Al principio, el control de la enfermedad
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en el centro y norte del Estado de Sao Paulo, en las plantaciones de naranjo Péra fue
exitosa al utilizar la variante Péra IAC, con la cual se ha controlado de manera eficiente
las variantes severas de CTV, logrando asi efecto protector y estable por mas de 35 afios
[49]. En México no se habian realizado pruebas de proteccion cruzada, aun cuando se
trata de uno de los principales paises productores de citricos, y se sabia de la presencia

de variantes severas en Nuevo Ledn, Tamaulipas y Veracruz desde 2003 [18; 20 y 25].

La proteccién cruzada con complejos de variantes débiles de Citrus tristeza virus permitié
el cultivo comercial de naranjo dulce Péra, variedad importante para la citricultura
brasilefia, 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
propagacion de variantes severas [94]. Estas evidencias dejan claro que la proteccion
cruzada es una alternativa eficiente de manejo para las variantes severas de CTV. En
México, actualmente no se realizan analisis para detectar al virus en la misma cantidad
como solia hacerse, quiza porque no existen programas o centros de investigacion

continua y especifica para citricos.

Los mejores resultados de proteccion cruzada se obtienen cuando las variantes débiles
de CTV se seleccionan en la misma regién donde se usaran; por ejemplo, el clon Citrovita
del Programa Superplant se comporta bien en el sudeste de S&o Paulo, donde se
produce el complejo CTV de Capéo Bonito [172 y 173]. Este conjunto de factores
constituyo la justificante de esta investigacion para la busqueda y evaluacion de variantes
débiles o atenuadas que proporcionen proteccion ante la aparicion de variantes severas
en el estado de Veracruz, México. Sin embargo, hay que resaltar que en campo pueden
ocurrir mutaciones, recombinacion de secuencias de distintas variantes por presion de
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seleccion y flujo de genes como consecuencia de repetidas inoculaciones por el vector o

por material vegetal infectado en campo.

El sintoma mas comun ocasionado por virus fitopatdogenos es la clorosis de la hoja, que
refleja la alteracion de la pigmentacién y cambio estructural de los cloroplastos. La
infeccion 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 infeccion viral inhibe la fotosintesis y con esto se manifiesta en
diferentes sintomas [174; 175 y 176]. La alteracién de los componentes y funciones del
cloroplasto puede ser responsable de la produccion de sintomas de clorosis que se
asocian con una infeccion viral [177]. En el presente trabajo, las plantas inoculadas con
las variantes tipo T30 + T3 fueron asintomaticas, caracteristica deseable si pretenden

utilizarse en programas de proteccion cruzada.

En cuanto a la densidad estomatica, no hubo diferencias significativas entre los testigos
y las plantas inoculadas, existen supuestos donde se sugiere que los cambios
anatémicos hacia menor densidad o tamafio de los estomas también pueden limitar la
colonizacion de patégenos, debido a que tales cambios en el desarrollo podrian 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 afectd la fotosintesis; en consecuencia, las variantes T30 + T3 pueden ser
utilizadas para la proteccién cruzada en naranjo Campbell y lima Persa. También se
menciona que los estomas controlan el intercambio de gases y son ruta para la infeccion

de los tejidos internos por parte de algunos patdgenos foliares, lo que establece el
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potencial de compensacion entre la fotosintesis y colonizacion de patdgenos; sin

embargo, se requiere de mas estudios para corroborarlo.
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CONCLUSIONES GENERALES

En México existen variantes severas de Citrus tristeza virus, denominadas VT y débiles
como T3y T30, por lo que es factible la busqueda de alternativas de manejo eficientes
para la implementacion de un programa de proteccion cruzada para hacer frente a esta

enfermedad que en los ultimos afios ha cobrado importancia en la citricultura mexicana.

Se requieren mas investigaciones para descubrir el posible mecanismo de tolerancia a
enfermedades de las plantas de citricos. El perfil de antioxidantes en respuesta a una
infeccion viral puede ayudar a descubrir nuevos biomarcadores para dar seguimiento al

desarrollo de la enfermedad.

La dispersién de CTV en México ha sido continua y las pérdidas por este patégeno han
sido considerables a lo largo del tiempo y podrian ir en aumento; ademas, la dispersion
de vectores y utilizacién de planta no certificada son factores que han aumentado la
propagacion de la enfermedad; con dicha perspectiva la industria citricola mexicana

cambiara drasticamente.
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