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Introduccion

Citrus tristeza virus (CTV) es el agente causal de la tristeza, una de las enfermedades
virales mas importantes de los citricos. A partir de 1930 provocd la muerte de millones
de plantas en plena produccioén injertadas sobre naranjo agrio (Bar-Joseph et al., 1989).
En nuestro pais, CTV es endémico debido en parte a la presencia de su vector mas
eficiente, Toxoptera citricida (Bentancour et al, 1999). Actualmente el 90% de la
citricultura del pais utiliza P. trifoliata o sus hibridos como portainjerto, resistentes a la
enfermedad, lo cual impide el desarrollo del sintoma tipico de la Tristeza (declinamiento
y muerte de arboles). Sin embargo, se han reportado pérdidas de productividad en
pomelos y ciertas variedades de naranjo dulce, aun al estar injertados sobre
portainjertos resistentes (Bar-Joseph et al, 1989; Cambra y Moreno, 2000); debido a la
produccion de acanaladuras en la madera que afectan el vigor de las plantas y el
calibre de las frutas. Si bien es posible eliminar este patdgeno durante la etapa de
saneamiento, la abundancia de plantas infectadas y del vector en el campo, aumentan
el riesgo potencial que las plantas saneadas sean re-infectadas en poco tiempo. Las
plantas de cultivos comerciales, se encuentran infectadas con una mezcla de aislados
de diferentes propiedades biolégicas y agresividad (Garnsey et al., 2005), existiendo en
ciertas circunstancias, aislados débiles que protegen del efecto nocivo de los
aislamientos severos. La solucion al manejo de la enfermedad en paises con una
situacion similar a la de Uruguay (portainjertos tolerantes y abundancia de T. citricida)
ha sido inocular las plantas “saneadas” previo a su liberacion con aislamientos débiles
locales con buena capacidad de proteccion. Esta medida es conocida como
“proteccion cruzada” o “pre-inmunizacion” (Roistacher et al, 2010) y es usada con éxito
en Japon, Brasil y Sudafrica (Costa y Miller, 1980).El mecanismo de proteccién cruzada
seria una alternativa interesante de manejo en nuestra situacién pero para implementarlo es
necesario conocer las caracteristicas de los aislados locales e identificar aquellos que se
adecuen a esa estrategia. El objetivo de este trabajo ha sido determinar la severidad de
aislamientos de campo de CTV mediante bio-ensayos en plantas de referencia y
caracterizarlos mediante métodos moleculares.
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Materiales y métodos

Se seleccionaron veinte aislamientos procedentes de distintas variedades colectadas
en prospecciones de montes citricolas comerciales del Norte y Sur del pais. La
presencia de CTV en las muestras fue confirmada mediante la prueba serolégica DAS
ELISA (Bar Joseph et al., 1979) utilizando reactivos provenientes de Plant Print
Diagnostics (Valencia, Espaia).

a) Bioensayos. Se realizaron segun la metodologia propuesta por Garnsey et al.,
1987, en un invernadero a prueba de insectos y con temperatura controlada (18-26°C).
Cada aislamiento fue inoculado mediante el injerto de dos trozos de corteza, en tres
plantines de cinco indicadoras diferentes: C. aurantifiolia (Lima mexicana, LM), C.
sinensis (Naranjo Dulce, ND), C. aurantium (Naranjo Agrio, NA), C. paradisi (Pomelo
Duncan, PD) y ND injertado sobre NA (ND/NA). El disefio se completé con cuatro
controles negativos para cada grupo de indicadoras y cuatro controles positivos, dos de
ellos provenientes de un aislamiento suave y los otros dos de un aislamiento severo.
Durante periodos variables, segun la indicadora, se evaluaron las brotaciones post-
inoculacion registrando los sintomas esperables para cada una. En LM se evalué:
aclaramiento de nervaduras, hoja de “cuchara”, nervadura corchosa, acanaladuras de
la madera y enanismo; en ND y PD: clorosis, enanismo y acanaladuras en la madera,
en NA: amarillamiento del plantin y enanismo; en ND/NA: enanismo, clorosis en hojas y
a lo largo de la nervadura principal. Las acanaladuras en la madera se evaluaron una
vez finalizado el test en la madera descortezada. Se valoré la severidad de los
sintomas usando una escala de 0 a 3, de modo de obtener una respuesta
caracterizada en cuanto a tipo y severidad de los sintomas inducidos por los diferentes
aislados. Se elaboré un indice de severidad para cada aislamiento, considerando la
totalidad de sintomas producidos en cada indicadora al final del bioensayo, y finalmente
un indice acumulativo considerando el conjunto de indicadoras.

b) Caracterizacion molecular. Se utilizé la técnica de amplificacién por RT-PCR,
utilizando el método “primer especifico” para los genes P25, P20 y P23 (genes
supresores del silenciamiento por ARN interferencia y que brindan informacion
filogenética) de CTV segun la metodologia de propuesta por Iglesias et al., 2008. Los
productos amplificados fueron secuenciados y las secuencias nucleotidicas fueron
alineadas con cepas de referencia internacional, construyéndose los arboles
filogenéticos por el método de Neighbor joining del programa Mega 5.

Resultados vy discusion.

En los bioensayos todos los aislamientos produjeron los sintomas esperables en al
menos una indicadora, con variabilidad en el grado de expresion de los mismos. En LM
se observo aclaramiento de nervaduras, hojas “cuchara” y nervadura corchosa a los
dos meses pos-inoculacién. En el resto de las indicadoras los sintomas se
manifestaron a los cuatro y seis meses luego de la inoculacion. En NA y PD se observé
amarillamiento del plantin y enanismo, en ND/NA se observé clorosis en la nervadura
central de la hoja (sintoma asociado al declinamiento) y en ND y PD, al afio de la
inoculacion se observaron distintos grados de acanaladuras en la madera. Segun las
respuestas observadas durante la caracterizacion biolégica, es posible diferenciar
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grupos de aislados que comparten ciertas reacciones. Un grupo produjo sintomas leves
en LM y podria considerarse como poco virulento, otro manifestd sintomas leves a
moderados en LM y leves en alguna otra indicadora, un tercer grupo (25% de los
aislados) gener6 sintomas moderados en LM, PD y/o NA y leves en ND/NA y otro
grupo (45% de los aislamientos) presentd sintomas moderados y altos en todas las
indicadoras, se trata de aislamientos que provocan sindrome de amarillamiento del
plantin, declinamiento, enanismo y acanaladuras en la madera, ademas de nervadura
corchosa en ciertos casos; éstos serian considerados aislados de CTV muy severos.
Un resumen de los resultados se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de la severidad de los principales sintomas producidos por los
distintos aislamientos en cada indicadora (*).

Aislamiento LM ND/NA NA PD ND Total
C1 1.0 0 2 0 0 3.0
Cc3 1.8 2.7 0 0 0 4.5

SG4 4.0 0 0 0 5 9.0
C2 1.9 1.3 3 4 0 10.2
Al12 9.6 0.7 0 1.2 15 13.0
M1 10.1 5.3 0 6.4 3 24.8
CG1 13.3 5.3 0 6.4 1.5 26.5
A3 12.5 2 6 4 5 29.5
A8 12.6 1.3 3 8 5 29.9
A6 13.8 2 4 4 8 31.8
M15 14.7 2.7 0 12 3 32.4
A1l 12.8 8 6 4 3 33.8
Al 8.3 2 2 8 15 35.3
SA2 9.5 12.7 5 4 8 39.2
Al10 13.0 9.4 6 8 6.5 42.9
SAl 11.0 6.7 8 9.2 8 42.9
S1 17.5 9.3 4 8 8 46.8
SG6 12.8 12 8 8 10 50.8
AZ1 18.5 14 8 10.4 8 58.9
Mi 20.0 6.7 9 8 13 56.7

(*) Cada valor obtenido segun una escala 0-3 donde 0= sin sintomas, 1= leves, 2 moderados y 3=
severos) fue ponderado por la importancia del sintoma generado considerando el impacto que tendria
cada especie o combinacion a nivel de campo: LMx1, ND/NAx2, NAx3, PDx4, NDx5.

En cuanto a la caracterizacién molecular, para los tres genes en estudio la mayoria de
los aislamientos locales se agrupan con aislamientos severos de referencia
internacional (ej. VT de Israel) y muchos presentan mayor similitud con aislados
severos de la region (Argentina) (Fig. 1).

Estos resultados indicarian que en nuestro pais, tanto en el Norte como en el Sur,
circulan con mayor grado aislamientos severos de CTV, los que podrian estar
incidiendo en la productividad de las plantas, lo que refuerza la necesidad de buscar
aislados promisorios para implementar un programa de proteccion cruzada. El proximo
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paso de esta linea de trabajo sera la separacion de haplotipos en los aislados de
campo mediante la trasmision por pulgones en condiciones controladas.
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Fig.1. Arbol filogenético para el gen P23 (*).
(*) UY corresponde a los aislamientos locales en estudio
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