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RESUMEN

Aislados del virus de la tristeza de los citricos (CTV) obtenidos por infeccién natural en campo de
plantas de lima Mexicana, fueron inoculados por injerto en plantas de limonero Lisbon y naranjo amargo
de Australia, e incubados durante cinco anos en un invernadero de temperatura controlada (18-26 °C). Al
cabo de este periodo los aislados originales y los subaislados en limonero y naranjo amargo fueron
transmitidos por injerto a plantas de semilla de naranjo dulce, en las que se analizaron los RNA de
doble cadena (dsRNA). L.a mayoria de los subaislados estudiados mostraron un perfil electroforético de
dsRNA distinto al del aislado original. Algunos de ellos, ademds, indujeron en lima Mexicana sintomas
de intensidad diferente a la de los aislados originales. Estos resultados sugieren la presencia de distintas
razas de CTV en los aislados originales y la desaparicién de algunas de ellas al ser propagadas en limo-
nero Lisbon o en naranjo amargo de Australia.

PALABRAS CLAVE: Razas tristeza
RNA de doble cadena
Separacion de razas

INTRODUCCION

La tristeza es la virosis mds importante de los citricos y esta causada por un
closterovirus (CTV), del que se conocen numerosas razas (Bar-Joseph, Lee, 1989;
Bar-Joseph er al., 1989). Estas difieren en propiedades bioldgicas tales como
transmisibilidad por pulgones o sintomas inducidos en distintas especies (Balara-
man, Ramakrishnan, 1980; Bové er al., 1988; Yokomi et al., 1989; Koizumi,
1991; Ballester-Olmos ef al., 1993), lo que determina la epidemiologia e impor-
tancia de los dafos causados en distintas dreas de cultivo, asi como las posibilida-
des de control.
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La identificacién de razas de CTV se ha efectuado en base a las diferencias
observables en sus caracteristicas biolégicas (Garnsey et al., 1987, 1991; Balles-
ter-Olmos et al., 1993), reaccion con diversos anticuerpos monoclonales (Permar
et al., 1990; Permar, Garnsey, 1991), estudio de mapas peptidicos de la proteina
capsidica del virus (Guerri et al., 1990), hibridacién diferencial con sondas de
DNA complementario del genoma (Rosner e al., 1986) o analisis de RNAs de
doble cadena (dsRNA) de las plantas infectadas (Dodds er al., 1984, 1987; More-
no et al., 1990; Guerri et al., 1991).

La presencia de distintas razas o componentes en los aislados de campo de
CTV ha sido sugerida desde hace afios (Grant, Higgins, 1957; Raccah et al.,
1980). Asimismo, varios autores han puesto de manifiesto la desaparicién de algu-
nos de estos componentes en los procesos de transmision por pulgén (Kano, Koi-
zumi, 1991) o injerto (Wallace, Drake, 1972a, b; Roistacher ef al., 1988). En algu-
nos casos, cuando se inocularon aislados virulentos de CTV en ciertas especies de
citricos como el pomelo, de las plantas inoculadas se pudo recuperar sub-aislados
menos virulentos que, frecuentemente, protegian frente al aislado original (Walla-
ce, Drake, 1972a, b; Roistacher ez al., 1988).

El objetivo final de este estudio era la obtencién de razas atenuadas de CTV
que pudiesen ser utilizadas en proteccion cruzada, a partir de los aislados comunes
del virus que se difunden en campo y que producen el decaimiento y muerte de los
arboles injertados sobre naranjo amargo. En este trabajo se presentan evidencias
de la desaparicion de ciertos componentes cuando algunos aislados de CTV son
propagados a través de naranjo amargo de Australia (Citrus aurantium L.) o limo-
nero Lisbon (C. limon (1..) Burm. f.).

MATERIAL Y METODOS

Aislados de CTV y huéspedes utilizados

Los aislados de CTV fueron obtenidos mediante infeccion natural de plantas
de lima Mexicana (C. aurantifolia (Christm.) Swing) cultivadas en macetas y
puestas en campo durante seis meses en la comarca de la Ribera Alta, una zona
de alta incidencia del virus (Cambra ef al., 1990). Mediante este procedimiento se
obtuvieron siete aislados de CTV. Cuatro de ellos, fueron inoculados por injerto,
en plantas de semilla de naranjo amargo de Australia y de limonero Lisbon.
Cinco ailos mds tarde, tanto los aislados originales en lima Mexicana como los
mantenidos en naranjo amargo de Australia y en limonero Lisbon, fueron trans-
mitidos por injerto a plantas de semilla de naranjo dulce (C. sinensis (L.) Osb.)
cv. Pineapple, para analizar dsSRNA en condiciones comparables (Fig. 1). Por otra
parte, los aislados mantenidos en lima Mexicana y en naranjo amargo de Aus-
tralia fueron inoculados en plantas de lima Mexicana (tres por cada origen) para
observar la intensidad de sintomas (Fig. 1). Esta fue evaluada en una escala de
cero a cuatro en la que cero significaba ausencia de sintomas y cuatro sintomas
muy Severos.

Las plantas se cultivaron en macetas en una mezcla artificial de arena y turba
(1:1), se fertilizaron segin el método descrito por Arregui et al., (1982) y se man-
tuvieron en un invernadero con temperatura controlada (18-26 °C).
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Fig. 1.-Esquema de las inoculaciones efectuadas con algunos aislados del virus de la tristeza
de los citricos obtenidos por infeccién natural en campo
Qutline of graft-transmissions performed with some isolates of citrus tristeza virus obtained by natural
infection under field conditions

Anadlisis de RNAs de doble cadena (dsRNA)

Los dsRNA fueron purificados y analizados, segtn el método de Dodds et al.,
(1987), modificado por Moreno et al., (1990). Este método consiste en la extrac-
cion de los dcidos nucleicos por el método del fenol detergente, purificacion de los
dsRNA mediante cromatografia en columnas de celulosa CF-11 y separacion de
los dsRNA en geles de poliacrilamida al 5 p. 100. Las bandas de dsRNA fueron
visualizadas mediante tincién con 50 ng/ml de bromuro de etidio y fotografiadas
con un filtro naranja y pelicula Polaroid TW667.

Los pesos moleculares se estimaron por el método de Bozarth, Harley (1976)
utilizando como marcadores los dsRINA de varios virus segin se ha descrito ante-
riomente (Moreno et al., 1990).

RESULTADOS

Los aislados de CTV obtenidos por transmision natural a plantas de lima
Mexicana fueron inoculados en naranjo dulce (Fig. 1). Los perfiles electroforéti-
cos de dsRNA obtenidos a partir de estas plantas se muestran en la Figura 2.
Todos ellos presentaban una banda de 13,3 x 10° daltons, correspondiente a la
forma replicativa del genoma del virus y bandas subgendmicas, que diferian en
nimero y/o posicién segun los aislados. Extractos equivalentes de plantas no
inoculadas no mostraron bandas de dsRNA.

Cuatro de estos aislados fueron transmitidos por injerto de lima Mexicana a
naranjo amargo de Australia y a limonero Lisbon (Fig. 1). Posteriormente y con
objeto de realizar los andlisis de dsRNA en el mismo huésped, estos subaislados
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Fig. 2.-Perfiles electroforéticos de dsRNA obtenidos a partir de plantas de naranjo dulce cv,

Pineapple inoculadas con los distintos aislados del virus de 1a tristeza obtenidos

por transmisién natural en campo a plantas de lima Mexicana: a) RN-15; b) Ca-343;
¢) R-146; d) Ca-346; e) A-154; f) Ca-339; g) Ca-336. Los dsRNA purificados
fueron separados por electroforesis en gel de poliacrilamida del 5 p. 100
y tefiidos con bromure de etidio
DsRNA proﬁles obtained from Pineapple sweet orange plants inoculated with several isolates of citrus
tristeza virus obtained by natural transmission to Mexican lime plants in the field: a) RN-15;

b) Ca-343; c) R-146; d) Ca-346; e) A-154; f) Ca-339; g) Ca-336. Purified dsRNAs were separated

by polyacrilamide gel electrophoresis (5 p. 100) and stained with ethidium bromide

fueron transmitidos de naranjo amargo de Australia y limonero Lisbon a naranjo
dulce (Fig. 1). Cuando se analizé dsRNA de los aislados originales y de los corres-
pondientes subaislados, en tres de ellos se observaron diferencias entre los perfiles
electroforéticos del aislado madre y el de los correspondientes subaislados (Fig. 3,
Tabla 1). Uno de los aislados, Ca-346, no mostré diferencias entre el perfil elec-
troforético del aislado original y el del subaislado en limonero Lisbon, pero si
entre ¢l original y tres subaislados obtenidos en naranjo amargo de Australia. Los
perfiles electroforéticos de estos tres subaislados fueron idénticos entre si. En los
dos aislados restantes, R-146 y A-154, se encontraron diferencias entre el perfil de
dsRNA del aislado original y los de los subaislados obtenidos tanto en limonero
Lisbon como en naranjo amargo de Australia. Del aislado R-146 se obtuvieron dos
subaislados en naranjo amargo de Australia (AA-67 y AA-70) que también mos-
traban perfiles de dsRNA idénticos.

En la Tabla 1 se resumen las variaciones observadas en el perfil de dsRNA y
en las caracteristicas patogénicas en lima Mexicana, entre los aislados originales y
los subaislados obtenidos en naranjo amargo de Australia. En dicha tabla se obser-
van tres situaciones diferentes: 1) En el aislado RN-15 no se observaron diferen-
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Fig. 3.—Perfiles electroforéticos de dsRNA obtenidos a partir de plantas de naranjo dulce cv.
Pineapple inoculadas con tres aislados del virus de la tristeza, mantenidos en el huésped original
(lima Mexicana), o pasados a naranjo amargo de Australia, o limonero Lisbon. a-c) Perfiles
de dsRNA del aislado R-146 mantenido en lima Mexicana (b) o pasado por limonero Lisbon (a)
o naranjo amargo de Australia (c). d-e) Idem del aislado Ca-346 mantenido en lima Mexicana
o en limonero Lisbon (d) o en naranjo amargo de Australia (e). f-h) Idem del aislado A-154
mantenido en lima Mexicana (f) o basade por limonero Lisbon (g) o naranjo amargo
de Australia (h). Los dsRNA purificados fueron separados por electroforesis y tefiidos
como en la Figura 2
DsRNA profiles obtained from Pineapple sweet orange plants inoculated with 3 isolates of citrus
tristeza virus, maintained in the original host (Mexican lime), or passed through Australian sour
orange, or Lisbon lemon. a-c) DsRNA profiles of isolate R-146 maintained in Mexican lime (b),
or passed through Lisbon lemon (a), or Australian sour orange (c). d-e) Idem of isolate Ca-346
maintained in Mexican lime or Lisbon lemon (d), or in Australian sour orange (e). f-h) Idem of isolate
A-154 maintained in Mexican lime (f), or passed through Lisbon lemon (g), or Australian sour orange
(h). Purified dsRNA were separated by electrophoresis and stained as in Figure 2

cias bioldgicas o en el perfil de dsRNA. 2) El aislado R-146 y sus subaislados
mostraron diferencias en el perfil de dsSRNA, pero no en la intensidad de sintomas
inducidos en lima Mexicana. 3) Los aislados Ca-346 y A-154 y sus correspondien-
tes subaislados mostraron diferencias, tanto en el perfil de dsSRNA como en la
intensidad de los sintomas inducidos.

DISCUSION

Siete de las plantas de lima Mexicana puestas en campo mostraron sintomas
de tristeza y también de «vein enation» (Garnsey, 1988). Cuando se efectué el
andlisis de dsRNA a partir de las limas originales y de las plantas de naranjo dulce
inoculadas a partir de estas limas, se obtuvo un perfil electroforético caracteristico
de CTV (Moreno et al., 1990 Guerri et al., 1991). No se encontr6 diferencias sig-
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TABLA 1

PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS RNAs DE DOBLE CADENA
(dsRNA) E INTENSIDAD DE SINTOMAS INDUCIDOS EN LIMA
MEXICANA POR VARIOS AISLADOS DE CTV ANTES Y DESPUES
DE PASAR POR NARANJO AMARGO DE AUSTRALIA
Double-stranded RNAs (dsRNA) profiles and intensity of symptoms induce
on Mexican lime for several CTV isolates before and after to pass through
Australian sour orange

RSN S Intensidad de sintomas (0 a 4).
Aislado = Subaislado en Cambio en

original ‘NAA! ° - perfil de dsRNA Sintomas - Acanaladuras -
; e _ foliares madera
RN-15 2 1
RN-15 AA-78 - 2 2
R-146 2 2
R-146 AA-67 + 2 3
R-146 AA-70 + 2 5
Ca-346 2 4
Ca-346 AA-73 - 1 2
A-154 3 3
A-154 AA-84 + 1 |

! Naranjo amargo de Australia. Australian sour orange

nificativas entre los perfiles obtenidos en ambas especies (datos no mostrados).
Aunque todos los aislados de CTV obtenidos eran portadores de «vein enation»,
los perfiles de dsRNA observados hay que atribuirlos a CTV, ya que las bandas de
dsRINA descritas para «vein enation» (da Graga, Maharaj, 1991) no fueron observa-
das. Las plantas de lima habian sido colocadas en campo en puntos relativamente
cercanos (dentro de la comarca de la Ribera Alta del Jucar), sin embargo los perfi-
les de dsRNA obtenidos fueron diferentes entre si. Estos resultados confirman los
obtenidos en una prospeccion previa de razas de CTV mediante andlisis de dsSRNA
(Guerri et al., 1991). En esta prospeccion, la maxima variabilidad entre aislados se
observé precisamente en esta comarca, en la que en un 70 p. 100 de los casos, se
encontré més de un perfil electroforético en drboles distintos de una misma parcela.

Cuatro de los aislados obtenidos en campo fueron transmitidos por injerto a
naranjo amargo de Australia y limonero Lisbon (Fig. 1) y mantenidos en estos
huéspedes durante cinco anos. Al cabo de este periodo los aislados originales (en
lima Mexicana) y los subaislados (en limonero Lisbon y naranjo amargo de Aus-
tralia) fueron transmitidos a naranjo dulce (Fig. 1) para analizar el dsRNA en un
mismo huésped. Estudios previos (Moreno et al., 1990) pusieron de manifiesto
que el naranjo dulce proporciona altos rendimientos de dsRNA mientras que el
naranjo amargo es un huésped inadecuado para este fin. Los perfiles electroforéti-
cos de los aislados originales y los subaislados fueron en la mayoria de los casos
diferentes. Estas diferencias se mantuvieron en al menos tres andlisis efectuados a
lo largo de dos anos. Estas variaciones en el perfil de dsRNA sugieren que los ais-
lados originales contenian varias razas de CTV, alguna de las cuales no se multi-
plicaria en limonero Lisbon o naranjo amargo de Australia. Jarupat et al., (1988)



VARIACIONES EN LAS CARACTERISTICAS DE AISLADOS DEL VIRUS DE LA TRISTEZA 247

observaron la desaparicién de una banda de dsSRNA cuando mantenian un aislado
de CTV en pomelo, y atribuyeron esta diferencia a la presencia de mas de una raza
del virus en el aislado original. Los cambios observados en nuestro aislado Ca-346
fueron mds drésticos y dieron lugar a la desaparicion de varias bandas, lo que
podria indicar la presencia de una mezcla de razas mds compleja en el aislado ori-
ginal y/o una filtracién mds selectiva en el naranjo amargo de Australia,

Las variaciones en el perfil de dsSRNA fueron acompafiadas en algunos casos
(aislados Ca-346 y A-154) de cambios en la intensidad de los sintomas producidos
en lima, mientras que en otros, los aislados originales y los subaislados produjeron
sintomas de intensidad similar. El hecho de que aislados de CTV con distinto per-
fil electroforético sean biol6gicamente indistinguibles ha sido anteriormente
observado (Moreno et al., 1990) y obedece a que patogenicidad y perfil de dsRNA
no estdn necesariamente correlacionados. La atenuacion de sintomas observada en
los aislados Ca-346 y A-154 al propagarlos en naranjo amargo de Australia podria
ser debida a la desaparicion de alguna raza mds virulenta contenida en el aislado
orginal. El fenémeno de la atenuacion de razas de CTV al pasar a través de ciertos
huéspedes ha sido observado por diversos autores trabajando con razas virulentas,
que inducen acanaladuras en la madera y «seedling yellows» en pomelo (Wallace,
Drake, 1972 a, b; Roistacher ef al., 1988). Estas razas atenuadas mostraron capaci-
dad protectora frente a los aislados virulentos originales. Las razas de CTV comu-
nes en Espana s6lo inducen decaimiento en los drboles propagados sobre naranjo
amargo, pero no acanaladuras en la madera o «seedling yellows» en pomelo
(Ballester-Olmos et al., 1993). En este trabajo se ensay0 la capacidad protectora
de los subaislados atenuados obtenidos, frente a una raza virulenta de CTV intro-
ducida en Espaiia con un material vegetal importado ilegalmente (Ballester-Olmos
et al., 1988). Ninguno de los subaislados ensayados mostré capacidad protectora
frente a esta raza (datos no mostrados).

Los resultados obtenidos en este trabajo y en otros anteriores (Moreno et al.,
1990, 1991, 1992) indican que muchos aislados de CTV son probablemente una
mezcla de varias razas, cuya composicién y/o concentraciones relativas varian
segin los huéspedes, dando lugar a las variaciones observadas en la expresion de
sintomas y/o perfil electroforético de dsRNA. Este hecho es de la mdxima impor-
tancia en los ensayos de proteccion cruzada frente a razas virulentas de CTV,
cuyos resultados pueden verse afectados por el huésped donde se realizan y en
general por factores que pueden alterar el equilibrio de razas en el complejo ini-
cial. Por ello, para obtener resultados fiables, dichos ensayos deben efectuarse con
aislados locales de CTV y en el huésped especifico que se pretenda proteger.
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SUMMARY
Variations in the characteristic of citrus tristeza virus isolates by host effect

Citrus tristeza virus (CTV) isolates obtained by natural infection of Mexican lime plants in the field
were graft-inoculated to Lisbon lemon and Australian sour orange and incubated for five years in a
temperature-controlled greenhouse (18-26 °C). After this period, the original isolates and the sub-isola-
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tes on lemon and sour orange were graft-transmitted to sweet orange seedlings and double-stranded
RNA (dsRNA) in these plants analyzed. Most of the sub-isolates studied showed a dsRNA pattern dif-
ferent from that of the original isolate. In addition, some of them also differred from their original iso-
late in the intensity of simptoms induced on Mexican lime. These results suggest that the original isola-
tes contained several CTV strains, some of which disappeared when propagated on Lisbon lemon or
Australian sour orange plants.

KEY WORDS: Tristeza strains
Double-stranded RNA
Separation of strains
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