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Resumen

El virus de la tristeza de los citricos (CTV) es perjudicial para la citricultura y causa la enfermedad llamada
tristeza de los citricos. Infecta las especies del género Citrus ocasionando la muerte de millones de arbo-
les. Los sintomas son decaimiento rapido (QD) y acanalamiento de tallo (SP). En el trabajo se diagnosti-
c6 molecular y serolégicamente al CTV en aislados provenientes de Citrus aurantifolia o Lima Tahiti (LT)
y Citrus madurensis (Llour) o Calamondino (Ca), y se realizaron estudios preliminares de deteccion viral
por medio de microscopia éptica e hibridacién 7 situ. Se utiliz6 IC-RT-PCR e inmunoimpresion de teji-
do (IMI) expuesto a los anticuerpos monoclonales 3DF1+3CA5, y con el anticuerpo discriminante MCA
13 con técnica de Enzyme Linked Inmunossorbent Assay Doble Sandwich (E/isa-DAS). La deteccion por
microscopia se realizé sobre secciones de peciolo de LT y C que se tifieron con Azure A, y con acetato
de uranilo y citrato de plomo. Para la hibridacién 7 situ se empled una sonda marcada con digoxigenina
dirigida hacia el gen de la proteina mayor de la capside. Los resultados de IC-RT-PCR, IMI y Elisa fueron
positivos para LT y C, indicando la presencia de variantes virales de tipo severo. Con microscopia de luz
se detectaron inclusiones citoplasmaticas en las células acompafiantes y del floema, confirmado con IMI
y por hibridacién 7z situ. Se visualizaron inclusiones de particulas virales en el tejido vegetal con microsco-
pia electrénica con cambios en la ultraestructura celular como presencia de grandes vacuolas propias de

la infeccion viral. Este trabajo integra distintas técnicas diagndsticas sobre dos especies citricas exoticas.

Palabras clave: inmunoimpresion, E/isa, hibridacién, microscopia, CTV, IC-RT-PCR.

Abstract

Citrus tristeza virus (CTV) is deleterious for citriculture and causes citrus tristeza disease. CTV infects all
citrus species thereby causing the death of millions of trees. Its main symptoms are quick decline (QD) and
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stem pitting (SP). Serological, molecular and microscopy techniques were used in this work for diagnosing
CTV in Citrus anrantifolia or Tahiti Lime (Citrus latifolia Tanaka) (TL) and Citrus madurensis (.our) or Calamon-
din (Ca) isolates. Petioles were tissue printed (IMI) and exposed to 3DF1+3CA5 monoclonal antibodies;
they were then ELISA buffer extracted and exposed to a discriminant MCA 13 monoclonal antibody in
a double-antibody sandwich indirect engyme-linked immunosorbent assay (DASI-ELISA). Immunocapture reverse trans-
¢riptase-polymerase chain reaction (IC-RT-PCR) amplification, using specific major coat protein gene (CPG)
primers, was used on the ELISA buffer extracts as template. Optical and electron microscopy were used
for detection on transversal sections of petiole and stained with azure A, uranyl acetate or lead citrate.
Digoxygenin-labelled major CPG CTV probes were used for 7z situ hybridisation of petioles printing. All
IC-RT-PCR, IMI and ELISA results were positive for both LT and C, indicating the presence of severe viral
variants. Light microscopy cytoplasm inclusions were detected in the phloem and accompanying cells, con-
firmed by IMI and 7 sita hybridisation. Electron microscopy analysis revealed cellular abnormalities with
changes in ultrastructure and the presence of big vacuoles which are characteristic of cytoplasmic viral in-
fection. This is the first work integrating all available diagnostic techniques on these two exotic citric species.

Key words: immunoimpression, E/sa, hybridisation, microscopy, CTV, IC-RT-PCR.
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Introduccion

El virus de la tristeza de los citricos (CTV)
(Closteroviridae-Closterovirns) es causa de una de
las enfermedades mas destructivas para los ci-
tricos, y estd presente en todos los pafses ci-
tricolas, con distintos niveles de incidencia. Es
endémico en Asia, Sudafrica, Australia, Suda-
mérica, México y Estados Unidos, y se ha detec-
tado con incidencias menores en los pafses del
Mediterraneo. Los huéspedes estan restringi-
dos ala familia Rutaceae (Bar-Joseph et al., 1989;
Cambra y Moreno, 2000), y el género Poncirus
tiene genes de resistencia (Rai, 2000). El primer
brote masivo de la enfermedad de la tristeza
sobre patrén de naranjo agrio se observo en
Argentina en 1930, y luego en Brasil en 1937
(Naranjo, 1997). La infeccién viral ocasiona un
bloqueo de los vasos conductores impidiendo
la nutricién y afectando fisiolégicamente a sus
huéspedes, implicando la pérdida de millones
de drboles (Schneider, 1957; Cambra y Moreno,
2000). En general se reconocen tres tipos prin-
cipales de sintomas: el declinamiento rapido
(QD) de arboles que se encuentran injertados
sobre patrén de naranjo amargo; el acanala-
miento de tallo (SP) que no tiene restricciones
en cuanto al patrén, y el amarillamiento de

Aprobado: junio 18 de 2009

plantulas (SY), que causa pérdidas en los se-
milleros de citricos e invernaderos, e involucra
clorosis en hojas y crecimiento atrofiado en
plantas de naranjo dulce, toronja y limoén. La
gama de sintomas y la intensidad de los mis-
mos depende de la combinacién patrén-copa y
cepa viral (Bar-Joseph et 4l., 1989).

El virus es transmitido por diferentes afi-
dos, entre ellos, Toxoptera citricidus (Kirkaldy) que
es el mas eficiente para la transmision de cepas
severas (Roistacher y Moreno, 1991; Brlansky
et al., 2004; Broadbent et 4l., 1996). La parti-
cula viral es filamentosa y flexuosa con 2000 x
11 nm, y posee dos proteinas de capside: p25 o
proteina mayor, y p27 o proteina divergente de
capside. Ambas proteinas son inmunogénicas
y se relacionan con la virulencia o transporte
viral (Pappu et al., 1993; Febres et al., 1996;
Karasev, 1995). Varios anticuerpos anti CTV
se han obtenido, entre policlonales y monoclo-
nales (Vela et 4l., 1986; Zemzami et al., 1993),
sin embargo, pocos son utiles para discriminar
entre aislados severos y suaves, como MCA 13
de USA, 109/110 de USA, 4G12 y 110E 3 de
Taiwan (Permar et al.,1990; Tsai y Hsu, 1991;
Nikolaeva et 4l., 1997). Diferencias de detec-
cion serologica dependiendo del anticuerpo de
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cubrimiento utilizado, han sido informadas por
diferentes autores (Cambra et al., 1991; Nikolaeva
etal., 1998; Martinez et 4l., 2005; Martinez y Guz-
man, 2007; Lbida et al., 2005).

El CTV se acumula en el citoplasma como
inclusiones citoplasmaticas (IC), que incluyen
agregados virales y proteina p20 (Gowda et 4l.,
2000). Ademas, la infeccion viral puede conlle-
var la formacién de vacuolas de gran tamafio,
anormales para el funcionamiento celular ade-
cuado. Las IC se localizan en las células asocia-
das al floema, tienen utilidad diagnostica, y se
pueden observar con microscopio de luz, en
cortes de tejido coloreados con Azure A o por
inmunodeteccion (Christie y Edwardson, 1977;
Brlansky, 1987; Brlansky y Lee, 1990). La IC
es uno de los 49 criterios para la clasificacion
grupal de los virus de plantas (Brlansky, 1991);
ademas, se han informado diferencias en cuan-
to al nimero de inclusiones dependiendo de
la cepa, suave o severa, para algunos huéspe-
des (Ecale Zhou et al., 2002). Por microscopia
electronica se ha estudiado la morfologia de la
particula viral a partir de purificados (Kitajima
et al., 1964; Ecale Zhou, et al., 2002). También,
la microscopia electronica serolégicamente es-
pecifica (SSEM) ha sido utilizada para detectar
viriones con anticuerpos especificos (Roberts y
Harrison, 1979; Derrick y Timmer, 2000).

En Colombia, el CTV se ha detectado des-
de el afio 1985 (Aubert et al., 1992; Acosta et
al., 1994) en diferentes departamentos citricolas,
especialmente en cultivos de naranja dulce, uti-
lizando tanto pruebas serologicas como mole-
culares. Los trabajos indican alta incidencia del
CTV con porcentajes que varfan entre el 80 y
100%. Los estudios serolégicos y moleculares
han determinado la presencia de algunos aisla-
mientos suaves y otros severos (Guzman et 4l.,
1993-1994; Pefiaranda et al., 1996; Oliveros et
al.,, 2001., Delgado et al., 2004) incluyendo ais-
lados con variantes virales tipo SP (Martinez, et
al,, 2005), que representan una fuerte amenaza
para la citricultura nacional. Algunas Limas Ta-
hiti (Citrus anrantifolia), especie reconocida como
moderadamente susceptible a este virus, han
sido evaluadas recientemente encontrando alta

incidencia del CTV y mezcla de variantes (Guz-
man et al., 2006; Guzman y Rodriguez, 2007).

El objetivo del presente trabajo fue am-
pliar las herramientas de diagnodstico y de dis-
criminacion de aislados de CTV provenientes
de Lima Tahiti y de Calamondino (Ca) que son
especies citricas poco estudiadas en nuestro
pais e interesantes para la exportacion (LT), uti-
lizando diferentes aproximaciones seroldgicas,
moleculares-hibridacion, evaluando también
la disposicion celular del CTV y el efecto del
mismo en la estructura celular, por medio de
microscopia de luz y electronica.

Metodologia

Material vegetal

Se utilizaron aislados de 8 arboles de
Lima Tahitf de 8 afios de edad injertados en
patrén de mandarina Cleopatra, y recolectados
en la Corporaciéon Colombiana para la Inves-
tigacion Agropecuaria (Corpoica Meta), y dos
plantas ornamentales de Calamondino, mante-
nidas en macetas. Los arboles (LT) y las plantas
(Ca) presentaban sintomas de acanalamiento
de tallo (SP) (figura 1). Se colectaron ramas del
contorno y hojas jévenes. Como controles se
emplearon muestras de plantas citricas obteni-
das en invernadero a partir de semilla —control
negativo C-: Mandarina (Citrus reticulata) libre de
CTV—, y como controles positivos se utilizaron
aislados colombianos de CTV: B128 (severo),
B272 y B274 (suaves) mantenidos y donados
por la coleccion de Bestville Maryland USA. Se
debe aclarar que en estudios previos los aisla-
dos LT y los 2 Ca se reportaron como positivos
para variantes SP utilizando la sonda especifica
marcada con digoxigenina (B3A) que detecta
variantes severas de CTV tipo Madeira que oca-
sionan SP en naranjos y toronjas (Guzman y
Rodriguez, 2007).

Pruebas seroldgicas

Se utilizé modificacion de la técnica de in-
munoimpresion (IMI) reportada por Garnsey
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Figura 1. Sintoma de SP manifestado por las Limas Tahiti de campo

e injertadas sobre patrén de mandarina Cleopatra (A) y SP en planta de Calamondino (B)

et al. (1993) y Guzman et al. (2001), a partir de
impresiones de peciolos sobre membranas de
nitrocelulosa de 0,45 pm. En resumen, se utili-
z6 una solucién de BSA al 5% en PBS-Tween
para bloquear los sitios inespecificos durante
toda la noche a 4 °C. Para la deteccion viral se
utilizaron los anticuerpos monoclonales 3CA5
+ 3DF1 (1:1000) (donados por Pedro Moreno)
disueltos en buffer ECI (Agdia) por 3 horas.
El anticuerpo conjugado a la fosfatasa alcalina
(Goat anti Rabbit AP Sigma®) se utiliz6 en di-
lucion 1:10000 en buffer ECI, durante 1 hora.
Los lavados se realizaron con PBS-Tween por 3
min. El revelado se realiz6 con Nitro Blue Te-
trazodium/Bromo Cloro Indol Fosfato (NBT/
BCIP). La localizacién del virus se determind
bajo estereoscopio (40X) (Konus ®), por la co-
loracién violeta resultante de la reaccion fosfa-
tasa alcalina-sustrato.

La técnica Elisa-DAS se realizé siguiendo
protocolos de Cambra et 4l. (1989), y Guzman
et al. (2002). Basicamente, las muestras se ma-
ceraron en buffer de extraccién (Agdia) en re-
lacién 1:10 (p/v). El sobrenadante se empled
como antigeno y el anticuerpo policlonal SP6
(donado por G. Nolasco) en dilucién 1:1000
en buffer de cubrimiento (ECI Agdia) como
anticuerpo primario. Como anticuerpo secun-
dario se utilizé el MCA13 en relaciéon 1:1000
en buffer (ECI Agdia) durante 3 horas a tem-
peratura ambiente. Se empleé GAM (Goat

anti Mouse AP Sigma ®) en dilucién 1:10000
como anticuerpo conjugado a la enzima fos-
fatasa alcalina, y el sustrato para-nitro-fenil-
fosfato (Img/ml) (Sigma®). Las densidades
opticas (DO) de las muestras por duplicado
de la reaccién enzimatica se midieron a 405

nm a los 90 min y 16 horas en lector de Elisa
Biorad ®.

Microscopia de luz y electrénica

Se realizaron cortes transversales semifi-
nos (4 um de grosor aproximadamente, a mano
alzada) de las mismas secciones de peciolos
empleadas en IMI; estos cortes se tifieron con
Azure A segin Christie y Edwardson (1977),
y se revisaron en microscopio de luz (Nikon
Labophot-2). Para microscopia electrénica se
obtuvieron cortes ultrafinos (60 nm de grosor)
de peciolos embebidos en resina Epén-araldita,
los cuales se montaron en rejillas de cobre y se
tifieron con acetato de uranilo 1% vy citrato de
plomo Reynolds, se revisaron en microcopio
electronico (Jeol EM-BGM-1).

IC-RT-PCRy RT-PCR

Se realiz6 una IC-RT-PCR en un solo
tubo segun lo reportado en Nolasco et al.,
(1993) y Guzman et al. (2001-2002), emplean-
do el anticuerpo SP6. Brevemente, se utilizaron
extractos de las plantas LT y Ca en buffer de
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extraccién, se incubaron por 12 horas, se lava-
ron con PBS-Tween y se aplicé el mix de RT-
PCR, utilizando 10 pmol de cebadores forward
(CTV1) y reverse (CTV10) especificos para la
amplificacién del gen de la proteina mayor de
la capside (CPG-p25) de CTV reportados en
Nolasco et al. (2002), con enzimas MMLV (200
U Fermentas®) y Taq (2.5 U Fermentas®),
MgCl2 (2,5 mM), DTT (100 mM), dNTPs (10
mM), Buffer PCR 10X, a un volumen final de
25 ul con 35 ciclos de amplificacion.

Para el RT-PCR se utiliz6 extraccion de ds-
RNA con fenol cloroformo y purificacién con
columna de Sephadex (Guzman et al., 1994),
tomando 10% (v:v) del extracto de dsRNA
viral para realizar la amplificacién en un solo
tubo, con los mismos cebadores y mezcla para
amplificacién por RT-PCR ya indicada para la
reacciéon de IC-RT-PCR. En estudios previos
se utilizé la sonda (B3A) especifica para SP
de CTV tipo Madeira sobre productos de PCR
del CPG-p25 matcado con dUTP digoxigenina
(Guzman y Rodriguez, 2007) basados en los in-
formes Cevik et al. (1996) de PCR bidireccional
y PCR asimétrica de Nolasco et al. (2002) para
detectar variantes suaves y severas del virus, y
mezclas en los aislados.

Hibridacion in situ
Se obtuvieron cortes transversales de pe-
ciolo de LT, Ca y C-, y se realizaron impresio-

— A

nes en membrana de nitrocelulosa, las cuales
fueron tratadas segun Kanemitsu y Koji (2000);
brevemente, fijacién en paraformaldehido 4%
y HCl1 0,2 M, formamida 40% en 4xSSC, e hi-
bridacién con una sonda marcada con digoxi-
genina, especifica para el reconocimiento del
gen de la protefna de capside mayor (p25) de
CTV, obtenida mediante PCR utilizando los
cebadores CTV42 y CTV43 informados en No-
lasco et al. (2002). La hibridacién se realiz6 du-
rante toda la noche a 50 °C y la membrana se
lavé 3 veces con formamida al 50% en 2XSSC
para limpiar residuos inespecificos. El bloqueo
se realiz6 con suero bovino fetal (BSA, Sigma)
al 5% en PBS, durante una hora. Luego se expu-
so la membrana al anticuerpo antidigoxigenina
conjugado a fosfatasa alcalina (1: 1000 Roche ®)
en buffer ECI (Agdia). El revelado se realizé
con el sustrato NBT/BCIP.

Resultados y discusiéon

Las LT se detectaron como positivas patra
la infeccién con CTV por la sencilla y rapida
técnica IMI con grados variables de intensidad,
es decir, que algunos cortes de peciolo de hojas
del entono del arbol presentaban mas acimu-
los virales y otras menos (figura 2).

Con el anticuerpo monoclonal MCA13
(técnica ELISA-DAS) discriminante de aislados
severos de suaves con un 95% de confiabili-
dad, se determiné positividad con un rango de

B c

Figura 2. Inmunoimpresiones de cortes transversales de peciolo de Lima Tahit{ y Calamondino.

Las regiones oscuras indican positividad al CTV. A) Lima Tahit{; B) Calamondino con diferentes niveles

de infeccion. C) control negativo. Barra = Imm
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DO entre 0,600 y 1,5, densidades que fueron 2
veces superiores a la DO presentada por el con-
trol negativo (DO = 0,150) (tabla 1). Los aisla-
dos controles positivos para CTV B272 y B274
fueron negativos para este anticuerpo (DO =
0,200) confirmando la condiciéon de aislados
suaves, como bien se conoce por su expresion
de sintomas en plantas indicadoras, mientras
que el aislado severo B128, que produce SP en
Toronja, tuvo una OD = 1,2 positiva para el
anticuerpo MCA13. Es decir, que los aislados
de las LT y de los Ca estan conformados por
variantes de CTV de tipo severo, que pueden
expresar en campo diferentes sintomas severos
dependiendo de las condiciones ambientales y
del huésped. Es de anotar que las LT utilizadas
presentaban en campo una sintomatologia de
SP, que es considerada como severa en la medi-
da en que reduce el vigor de la planta, el tama-

fio del fruto y la produccién. De igual manera,
en la corteza de los Ca se observd SP , como se
muestra en la figura 1.

Los cortes observados en microscopia de
luz con la tincién Azure A permitieron detec-
tar la presencia de inclusiones citoplasmaticas
de coloracién azul en todo el tejido conductor,
conformadas por acumulaciones de proteinas
virales o particulas virales. Mediante la IMI se
comprob6 que las regiones reconocidas por el
colorante Azure A corresponden a regiones po-
sitivas al CTV a través de la deteccion con los
anticuerpos monoclonales 3CA5 + 3DF1, te-
niendo en cuenta que el corte de tejido analizado
por Azure A fue el mismo que se imprimi6 en la
membrana de nitrocelulosa (figura 3).

En el presente trabajo se encontraron al-
gunas inclusiones, aumento de vacuolas y célu-

Tabla 1. Elisa-DAS. Densidades 6pticas obtenidas con anticuerpo MCA13

Aislado MCAT3 IMI Resultado MCA13
DO
LT1 1,223 2 Positivo muy alto
LT2 1,239 2 Positivo muy alto
LT3 1,244 2 Positivo muy alto
LT4 1,432 2 Positivo muy alto
LT5 0,534 2 Positivo muy alto
LT6 1,336 3 Positivo muy alto
LT7 1,357 3 Positivo muy alto
LT8 1,061 2 Positivo muy alto
Cal 1,510 3 Positivo muy alto
Ca2 1,804 3 Positivo muy alto
C- 0,150 0 Negativo
C+B128 1,200 3 Positivo muy alto
C+B272 0,200 2 Negativo
C+B274 0,200 2 Negativo
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Tincion Azure A
en corte de peciolo

Inmunoimpresién de peciolo
(Anticuerpos 3CA5 + 3DF1)

A\ 4

Merge de las imagenes

Figura 3. Deteccion de inclusiones citoplasmaticas por microscopfa de luz con tincién Azure A,

y comprobacién mediante IMI. Noétese que en la sobreposicion de las imagenes las regiones coloreadas
presentan correspondencia con los sitios detectados serolégicamente por los anticuerpos 3CA5+3DF1.
Barra = 1 mm.

las colapsadas en los campos analizados en el
microscopio electrénico que no se observaron
en el control negativo (figura 4).

La amplificacién positiva por IC-RT-PCR
del gen de la proteina mayor de la capside de
CTV con un fragmento de 679 pb aproxima-

damente se muestra en la figura 5. Por medio
de RT-PCR se obtuvieron resultados similares
sobre las mismas muestras (la imagen no se
incluye), demostrando reproductibilidad de la
amplificacién del GPC de LT y Ca, en las dos
metodologfas. Existiendo cebadores especificos
para la deteccién de variantes de CTV suaves y
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Figura 4. Microscopia electrénica de transmision de A) Lima Tahiti infectada con CTV
y B) Mandarina (Citrus reticulata) obtenida de semilla y libre de CTV. Las flechas indican las inclusiones
y las células colapsadas. Barra: 5 micras; CA: Célula acompafiante; V: vacuola.

'E‘-’ < -
EEEEREe

Figura 5. Amplificacién por IC-RT-PCR del gen de
la proteina mayor de la capside de aislados
de Lima Tahit{ (carriles 2, 3, 4, 5) controles
positivos (carriles 6 y 7) (B128 y B272
respectivamente), Calamondinos (catriles 8 y 9),
control negativo (Carril 10). Migracién en gel
de agarosa 1%. Tincién con bromuro de etidio.
Marcador de peso gen ruler 1 kb (Fermentas ®)

severas, estos cebadores se pueden utilizar ya
sea con la técnica de PCR bidireccional (Cevik
et al., 1996) o con la técnica de IC-RT-PCR en
un solo tubo para obtener dos bandas de tama-
flo diferente en la migracion de fragmentos en
el gel de agarosa.

Con la hibridacién 7 situ empleando una
sonda marcada con digoxigenina, sintetizada
para detectar el gen de la capside de CTV a par-
tir de los cebadores CTV especificos (CTV 42 y
43), se identificaron regiones de hibridacién en
los vasos conductores en los cortes de peciolo

(figura 6).

Las diferentes técnicas utilizadas en este
trabajo de tipo serologico (IMI, Elisa-DAS),
moleculares (IC-RT-PCR, hibridacién 7 sitn)
y Opticas (microscopia de luz y microscopia
electronica), permitieron detectar al CTV en
los aislados de Lima Tahit{ mantenidos por
Corpoica-Meta, y en las plantulas de Calamon-
dino. El uso conjunto de estas metodologfas es
interesante, algunas de ellas son propuestas de
implementacion original como la hibridacién i
sitn'y el “merge” o sobreposicion entre el resul-
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Figura 6. Hibridacion 7 sitn. A y B) localizacion del CTV en cortes de peciolo de Calamondino 1
(Barra = 500 um). C) localizacién del CTV sobre membranas impresas con tejido (Barra = 1 mm).
Las flechas indican las sefiales de hibridacion.

tado de Azure A y deteccidén con anticuerpos
(IMI) que permitieron el diagnostico y la visua-
lizacién del CTV tanto en algunos aspectos bio-
légicos de localizacion viral en el tejido i situ
(microscopia, IMI, hibridacion i situ, serologia)
como en algunos aspectos bioquimicos como
la amplificacion y deteccion del gen de la pro-
tefna de la capside por IC-RT-PCR, e hibrida-
cion in situ, debidos a la infeccion con el CTV.
Es importante mencionar que los aislados uti-
lizados en este trabajo tenfan expresion de SP
y se habia informado previamente la deteccién
de variantes SP severa utilizando sondas CTV
especificas (B3A). Entonces, puesto que ya se
conocia la presencia de variante SP en estos ais-
lados, no era el interés ahondar en este aspecto
sino presentar otras propuestas metodologicas
simples para la deteccién del CTV. Tanto en
LT como en Ca, se estableci6 la presencia de
variantes de tipo severo al usar el anticuerpo
monoclonal discriminante MCA13, que como
ha sido reportado es un anticuerpo que discri-
mina entre variantes severas y suaves del CTV
con un 95% de confiabilidad. Hay que tener en
cuenta que la deteccién con este anticuerpo es
a “grosso modo”, es decir, que incluye la positi-
vidad a todas las variantes sintomaticas severas
de CTV como son SP o SY o QD, las cuales
pueden estar presentes en un mismo aislado. A
partir de los resultados de severidad utilizando
anticuerpos anti CTV, y las técnicas IMI y de
Elisa-DAS, se prosigui6 a realizar las metodo-
logfas para la deteccioén viral por microscopia,
sobre muestras de peciolo positivas y severas

para la infeccién por CTV. Con la tincién con
Azure A y con la observacién bajo microsco-
pia de luz se pudo visualizar un gran campo de
inclusiones citoplasmaticas a nivel del floema y
de las células acompafiantes tipicas de la loca-
lizacién del CTV, que es una particula viral que
se limita a la zona de vasculatizacién (floema)
de la planta. Sin embargo, con esta tincion no
se pudo delimitar cuales regiones correspon-
den a la presencia de inclusiones virales y cudles
pueden corresponder al virus o a otro tipo de
restos de la planta. Por tanto, al utilizar de ma-
nera original la superposicién del mismo tejido
expuesto a tincién con Azure A,y expuesto a
anticuerpos anti CTV sobre la seccién impresa
en membrana de nitrocelulosa por la técnica
IMI, se determiné que no existe una completa
correspondencia entre los tejidos detectados
por las dos técnicas, y que los anticuerpos de-
limitan mas la localizacion espacial en el tejido
de las inclusiones virales. Una posible razén
serfa que IMI solamente estd detectando las
regiones en las cuales estd presente la capside
viral, puesto que los anticuerpos empleados
estan dirigidos a esta proteina especificamente,
mientras que para la tincién con Azure A se
reporta que la unién de este colorante se rea-
liza frente a acumulaciones de nucleoproteina
localizadas en los haces vasculares, por tanto
la deteccién pudo ser mas amplia o, por otro
lado, mas inespecifica incluyendo fragmentos
propios de la planta. De otra parte, por micros-
copia electrénica en los microcortes de peciolo
se observaron vacuolas gigantes e inclusiones
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que hacen parte de las malformaciones citopa-
ticas informadas con esta infeccién, y para los
efectos citoplasmaticos de otros virus (Ecale
Zhou et al., 2002, Brlansky et 4l., 2002). Las
técnicas utilizadas miden aspectos diferentes
por lo que no son exactamente comparables
entre si pero pueden servir, individualmente o
en conjunto, para estudios investigativos o de
diagnéstico viral. IMI es altamente sensible y
sencilla, y aunque cualitativa, permitié un ras-
treo rapido de la infeccién en el 6rgano-peciolo
analizado, ubicando claramente la acumulacion
viral en las zonas correspondientes al floema,
con correspondencia con aquellas con la tin-
cion Azure A. La técnica Elisa-DAS proporcio-
né informacion cuantitativa del titulo viral en el
tejido, en la medida en que se utilizé la misma
muestra para realizar Elisa, IMI, IC-RT-PCR. La
hibridacién zn situ y la microscopia electroni-
ca son utiles para estudios morfologicos o de
expresion de genes virales durante la infeccién
(Ecale Zhou et al., 2002; Botlido et 4l., 2002;
Takeshita et al., 2004). Es bastante posible que
estas metodologias se puedan utilizar en pro-
puestas investigativas o de diagnodstico para
otras especies virales utilizando los cebadores y
anticuerpos virus especificos requeridos.

Conclusiones

La tincién con Azure A permite localizar
“inclusiones virales” en el floema y células aso-
ciadas, pero con poca claridad sobre la presencia
de las acumulaciones virales en los haces vascu-
lares; por tanto, de manera original, para la de-
teccion especifica del CTV en el floema en este
trabajo se utiliz6 de una parte microscopia de
luz y tincién con Azure de los cortes transver-
sales de peciolo continuando con la superposi-
cion “merge” de imagenes de la misma seccion
expuesta a anticuepos anti CIV a través de la
técnica serdlogica de “tissue printing” o inmu-
noimpresion. De otra parte, la sonda especifica
de hibridacion utilizada, derivada de secuencias
del gen de la proteina mayor de la capside del
CTV, permitié reconocer de manera original la
especificidad de infeccién con CTV en las célu-
las de floema y acompafiantes de los cortes de

peciolo. Es decir, que la sonda reconocié en los
viriones “parcialmente descubiertos” secuen-
cias del gen de la proteina de capside impresas
en las membranas de nitrocelulosa que mostra-
ron correspondencia de localizacion en el floe-
ma de la planta. Sobre los cortes transversales
de peciolo realizados con micrétomo se de-
tectaron con microscopia electrénica los cam-
bios en la estructura y ultraestructura celular,
con presencia de grandes vacuolas debidas a la
infeccién con este fitopatégeno confirmando
los resultados de la literatura sobre vacuoliza-
cién para otros citricos infectados por el virus.
Las metodologias utilizadas en conjunto por
primera vez, algunas de manera original, son
sencillas y permiten observar la localizacion y
la distribucién viral dentro de la planta infecta-
da, y pueden ser utiles para deteccioén de otras
especies virales. Se sefiala la importancia de las
técnicas serologicas y de amplificacién por 1C-
RT-PCR para la deteccion viral rapida y masiva.
Segtin nuestro conocimiento es la primera vez
que se realiza la deteccion del CTV en plantas
ornamentales y en Lima Tahiti utilizando este
conjunto de técnicas —serolégicas, moleculares
y Opticas—, las cuales no son per se comparables
entre si por cuanto evalian aspectos bioquimi-
cos y biolégicos distintos, y se pueden utilizar
independientemente ya sea para efectos de in-
vestigacion basica o de diagnodstico de plantas
unicas (microscopia electrénica, hibridacién in
sitn, Azure A 'y serologia) o de diagnéstico ma-
sivo (serologfa, IC-RT-PCR, hibridacién i sity).
En Colombia, la Lima Tahitf es una especie in-
teresante para la exportacién, y es poco lo que
se ha estudiado con relacion a la susceptibilidad
al CTV. También es poco lo que se sabe sobre
los efectos del CTV en citricos ornamentales
como los calamondinos, que se utilizan en los
bancos de germoplasma, viveros y cultivadores
como patrones de injerto a pesar de ser reser-
vorios del CTV incluyendo variantes de tipo
severo, lo que puede potenciar la expresion de
sintomas severos. Hs importante continuar es-
tudios de diferente orden (serolégicos, molecu-
lares, biologicos y de microscopia) para ampliar
la caracterizacion de cepas virales y vislumbrar
estrategias futuras de control viral.
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