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EL VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS (CTV): BASES MOLECULARES,
BIOLOGICAS Y EPIDEMIOLOGICAS PARA ESTABLECER UN PROGRAMA DE
PROTECCION CRUZADA

Santiago Dominguez Monge, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN

Los aislados reportados del Citrus Tristeza virus (CTV) en México son de tipo
moderado y al presente no inducen sintomas en citricos injertados en naranjo agrio
(Citrus aurantium L.), considerado altamente susceptible, a diferencia de otros paises
del mundo donde se han reportado aislados severos que inducen sintomas de
decaimiento rapido, acanaladuras en corteza y amarillamiento de plantulas. El objetivo
general de esta investigacion fue la caracterizacion de 168 aislados de CTV
seleccionados por origen regional pertenecientes a la coleccion in vivo del Colegio de
Postgraduados (COLPOS) y provenientes de muestreos de campo para determinar la
variabilidad genética y patogénica del CTV a 15 afios de introduccién en México de
Toxoptera citricida (Hemiptera: Aphididae) (Tc), considerado un vector eficiente y

selectivo de aislados severos.

Durante invierno de 2013 y 2014, se obtuvieron 104 muestras positivas de 38
huertos de la Peninsula de Yucatan (87 Yucatan; 13, Campeche, y 4 Quintana R00)
con el fin de actualizar la colecciéon del COLPOS consistente en 64 aislados. Se
enfatiz6 esta region por ser el &rea de ingreso de Tc a México en 2000.

Adicionalmente, en 2015 se realiz6 un muestreo dirigido a un huerto de naranja dulce



(C. sinensis (L.) Osbeck) de Veracruz. Para la variabilidad genética se caracterizaron
los aislados mediante cuatro genes: ARN polimerasa ARN-dependiente (RdRp), p33,
proteina de la capside (CP), y pl3, putativamente asociados con patogenicidad. La
extraccion de ARN se realiz6 por el método de CTAB y la RT-PCR por punto final
utilizando los primers especificos para cada gen. El estudio de diversidad y filogenia se
realizé en dos etapas. En etapa 1, un total de 168 aislados fueron secuenciados con el
método de Sanger y analizados con MEGAG6 para establecer la estructura poblacional
de aislados severos y moderados y la prevalencia regional. Los aislados T30 y T36 se
usaron como controles moderados y severos, respectivamente. En etapa 2, se concretd
el estudio filogenético con un total de 25 aislados. De estos, 8 aislados (3 aislamientos
de Yucatdn, 3 de Veracruz y 2 de Tamaulipas) fueron seleccionados a partir de
resultados de etapa 1 por su prevalencia y homologia de secuencias para comparar su
variabilidad con secuencias del GeneBank de 9 aislamientos mexicanos previos al
ingreso de Tc. Con fines comparativos se incluyeron las secuencias de 8 aislados de
otros paises: T30 y T385 (moderados) y T36, VT, SY569, NUagA, NZ-M16 y NZ-B18
(severos). Todos los aislados, excluyendo uno de Veracruz (Mx-Caz-Ver KX029095)
fueron de tipo moderado con una homologia mayor a 99% para los genes p33, CP y
pl13. El gen RdRp no genero una clara agrupacion de severos y moderados, sugiriendo
gue no esta involucrado con patogenicidad. La diversidad de secuencias del ARN
genomico (gRNA) de los 8 aislamientos analizados tuvo un patron de divergencia
similar al observado entre aislados provenientes de un periodo previo a la introduccion

y dispersion de Tc en México. Estos resultados sugieren que Tc no esta aparentemente



induciendo cambios en la estructura poblacional de CTV hacia una prevalencia de

variantes severas en México.

Para la caracterizacion biol6gica se seleccionaron 7 aislamientos mexicanos
(Yucatdn 3, Veracruz 2 y Tamaulipas 2) representativos del grupo filogenético
moderado con la mayor prevalencia regional. Cada aislamiento fue inoculado por medio
de injerto (2-3 yemas) en plantas de 12 meses de edad de limén mexicano (C.
aurantifolia Swing), naranjo agrio, toronja “Duncan” (C. paradisi Macfad.) y naranja
dulce (C. sinensis) sobre naranjo agrio. Un total de 84 plantas fueron mantenidas a
temperaturas de 18 a 24 °C durante 12 meses en el invernadero de la Estacion
Nacional de Cuarentena, Epidemiologia y Saneamiento Vegetal (ENECUSaV-
SENASICA). Todas las plantas fueron mensualmente evaluadas por seis meses a partir
del segundo mes después de la inoculacion para la deteccion de CTV mediante PCR
en tiempo real y para el tipo e intensidad de sintomas (reduccion del crecimiento,
acortamiento de entrenudos, reduccion de unidades clorofila, amarillamiento,
aclaramiento de nervadura, acucharado de hoja y picado de tallo). T1-Yuc y T2-Yuc 2
no indujeron ningun tipo de sintoma, excepto un débil acucharado en limén mexicano.
Las plantas de naranjo agrio, naranja dulce sobre naranjo agrio y toronja infectadas con
los aislamientos T7-Ver, T4-Ver y T4-Ver, respectivamente, tuvieron reduccion del
crecimiento de 7.7 cm, 13.9 cmy 6,6 cm (P < 0.05) y también presentaron acortamiento
de entrenudos de hasta 2 cm para naranja dulce sobre agrio con T4-Ver (P < 0.05). En
limon mexicano T4- Ver y T6-Tams indujeron sintomas de acucharado de hoja y
aclaramiento de nervaduras, pero en todos los casos dentro de un rango de severidad

débil (1) a moderado (2), segun una escala arbitraria de 0 (sana) a 3. No se observé la



presencia de picado de tallo en las diferentes plantas indicadoras. En ninguna especie
indicadora hubo diferencias en la reduccion de las unidades clorofila medidas con el
equipo SPAD 502 plus (P < 0.05). Este estudio soporta la viabilidad de algunos de
estos aislamientos, seleccionados regionalmente, para un programa de proteccion

cruzada en México, en particular en la combinacion naranjo dulce sobre naranjo agrio.

Finalmente, con las variantes de secuencia obtenidas de los 168 aislamientos,
los cuales conformaron 5 haplotipos, se desarrollé6 un modelo para simular la aparicion
de nuevos haplotipos de CTV para la Peninsula de Yucatan, region endémica con Tc.
El modelo se complementd con datos de 18 huertas (16 Yucatan y 2 Campeche) con
antecedentes de la enfermedad usando variables del sistema epidemiologico (% de
incidencia, edad de huerto, superficie, densidad de plantacion, brotes maduros y
tiernos, infestacion del vector, tipo de riego y temperatura minima en meses de
brotacion vegetativa). La prediccion del modelo fue obtenida a través de la examinacion
del coeficiente de correlacion de Pearson y por regresion mdultiple con el método de
Ridge. La seleccion del modelo fue basada en la proporcion de varianza explicada,
graficos de residuos y del factor de inflacién de varianza. El modelo (R%=0.94) fue
adaptado en MS-Excel al método de simulaciéon Monte Carlo con 5000 iteraciones. En
una proyeccion de 10 afios se estimo un total de 11 haplotipos de CTV en el rango de
moderados, 6 adicionales a los actualmente presentes en la Peninsula de Yucatan.
Estos resultados sugieren una aparente estabilidad de estructura poblacional del CTV

en México y el reducido efecto de Tc.

Este estudio demuestra que el vector Tc, bajo vigilancia epidemioldgica en

México, no ha tenido un fuerte efecto en la dispersion de aislados severos. Sin
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embargo, la estructura poblacional puede ser alterada a partir de un eventual
incremento de aislados severos introducidos por via vegetativa u otros medios,
incluyendo Tc u otros vectores. La alta prevalencia natural de aislados moderados
sugiere que la proteccidon cruzada podria ser una alternativa para el manejo de la

enfermedad.

Palabras claves: Citrus tristeza virus, epidemiologia molecular, diversidad genética,

indexado bioldgico, patogenicidad, modelaje.
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CITRUS TRISTEZA VIRUS (CTV): MOLECULAR, BIOLOGICAL AND
EPIDEMIOLOGICAL BASES TO ESTABLISH A CROSS PROTECTION PROGRAM

Santiago Dominguez Monge, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2016

ABSTRACT

In Mexico, the reported CTV isolates are of moderate type and exempt of visual
symptoms even on citrus propagated on sour orange plants (Citrus aurantium L.),
considered highly susceptible, unlike other countries where severe isolates had been
reported causing symptoms of quick decline, ribbed wood and yellowing of seedling.
The overall aim of this research was the characterization of 168 isolates selected by
regional origin from the collection in vivo of the Colegio de Postgraduados and field
sampling to determine the genetic and pathogenic variability of CTV after 15 years of
Toxoptera citricida (Hemiptera: Aphididae) (Tc) introduction to the country, considered

the most efficient vector and selective of severe isolates.

During the winter of 2013 and 2014, 104 positive samples from 38 orchards in the
Peninsula of Yucatan were obtained (87 in Yucatan, 13 and 4 in Campeche and
Quintana Roo, respectively) in order to update the COLPOS collection of 64 isolates.
This region was emphasized by being the entry area of Tc in Mexico in 2000.
Additionally, in 2015 directed sampling in a sweet orange orchard (C. sinensis (L.)
Osbeck) of Veracruz was performed. The genetic variability of CTV was characterized
using four genes: RNA polymerase RNA-dependent (RdRp), p33, capsid protein (CP)
and p13, putatively associated with pathogenicity. RNA extraction by CTAB method and

RT-PCR was performed by endpoint PCR using primers specific for each gene. The
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diversity and phylogeny study was conducted in two stages. In Stage 1, a total of 168
isolates were sequenced with the Sanger method and analyzed with MEGAG6 to
establish the population structure of severe and moderate isolates and their regional
prevalence. T30 and T36 isolates were used as moderate and severe controls,
respectively. In Stage 2, a total of 25 isolates were used. Of these, 8 isolates (3 isolates
Yucatan 3 of Veracruz and 2 of Tamaulipas) were selected from the step 1 by
prevalence and homology to compare variability with sequences of GenBank of 9
Mexican isolates prior to the entry of Tc. Sequences of other countries isolates were
included: T30 and T385 (moderate) and T36, VT, SY569, NUagA, NZ-NZ-B18 and M16
(severe). All isolates, excluding one of Veracruz (Caz-Ver) were moderate with a
homology greater than 99% for p33, CP and p13 genes. The RdRp gene had no clear
grouping of severe and moderate, suggesting that is not involved with pathogenicity.
The diversity of genomic RNA sequences (gRNA) of the 8 isolates analyzed had a
pattern similar to that observed among isolates prior to the entrance of Tc in the
country. These results suggest that Tc is not apparently inducing changes in the CTV

population structure to a prevalence of severe strains in Mexico.

For biological characterization, 7 Mexican isolates (3 of Yucatan, 2 of Veracruz and 2 of
Tamaulipas) were selected from the moderate phylogenetic group with highest regional
prevalence. Each isolate was inoculated by grafting (2-3 buds) in plants of 12 moth age
of Mexican lime (C. aurantifolia Swing), sour orange, grapefruit "Duncan" (C. paradisi
Macfad.), and sweet orange (C. sinensis) on orange sour. A total of 84 plants were kept
at 18 to 24°C for 12 months under greenhouse at the Estacion Nacional de Cuarentena,

Epidemiologia y Saneamiento Vegetal (ENECUSaV-SENASICA). During six months, all



plants were monthly evaluated starting from the second month after inoculation, for CTV
detection by real-time PCR and for type and symptoms intensity (reduced growth,
shortening, chlorophyll reduction units, yellowing, rib clearance, leaf cupping and stem
pitting). T1-Yuc y T2-Yuc do not induced any type of symptoms except a weak leaf
curling in Mexican lime. Plants of sour orange, sweet orange on sour orange and
grapefruit infected with T7-Ver, T4-Ver and T4-Ver isolates, respectively, had reduced
growth of 7.7, 13.9 and 6.6 cm (P < 0.05) and also presented internode shortening of up
to 2 cm in sweet orange on orange sour (P < 0.05). T4-Ver and T6-Tams induced in
Mexican lime leaf curling and ribs symptoms within a range of weak (1) to moderate
severity (2) according to arbitrary scale of 0 (healthy) to 3. Not presence of stem pitting
in was observed. Also, no differences were found in chlorophyll reduction measured
with SPAD 502 Plus (P < 0.05). This study supports the viability of some isolates,
selected regionally, in a cross-protection program in Mexico, in particular for the in

sweet orange / sour orange combination.

Finally, with the sequence variants of the 168 isolates obtained, represented in 5
haplotypes, a model for simulation of new CTV haplotypes was developed for the
Peninsula of Yucatan, endemic region for TC. The model was enhanced using data
from 18 orchards (16 in Yucatan and 2 in Campeche) with disease presence and eight
epidemiological variables (% of incidence, orchard age, planting area, planting density,
mature and young shoots, vector infestation, irrigation type and minimum temperature
during the shooting period). The prediction model was obtained through examination of
the Pearson correlation coefficient and multiple regression by Ridge method. The

selection of the model was based on the proportion of variance explained, residual plots



and variance inflation factor. The model (R?>=0.94) was adapted into MS-Excel to Monte
Carlo simulation method with 5000 iterations. A total of 11 moderate haplotypes of CTV
were estimated in a 10 years projection, six additional to the current five. These results
suggest an apparent stability of the CTV population structure in Mexico, and the

reduced effect of Tc.

This study shows that Tc, under official epidemiological surveillance, has not a
significant dispersion effect of severe isolates in Mexico. However, the population
structure can be altered if severe isolates are introduced through vegetative material or
other means, including Tc or other vectors. Natural high prevalence of moderate

isolates suggests that cross-protection could be an alternative for disease management.

Keywords: Citrus tristeza virus, molecular epidemiology, genetic diversity, biological

indexed, pathogenicity, modeling.
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INTRODUCCION

l. INTRODUCION GENERAL

El cultivo de los citricos representa una importante generacion de ingresos del
sector primario mexicano. México es lider en produccion de citricos, al ocupar el cuarto
lugar en importancia a nivel mundial (4.84% del total) detras de China (25.8%), Brasil
(16.29%) y Estados Unidos (9.9%) (FAOSTAT, 2015). Actualmente, la tristeza de los
citricos, sigue siendo una amenaza latente para todas las regiones del pais, por el
ingreso y establecimiento de Toxoptera citrida desde el afio 2000 (Michaud y Alvares-

Ramos, 200) y su desplazamiento a nuevas zonas citricolas.

El Citrus tristeza virus (CTV), agente causal de la tristeza de los citricos, es un
virus confinado al floema que se transmite de manera semi-persistente por &fidos
(Hemiptera: Aphididae), entre los que se reportan a Aphis gossypii, A. spiraecola, A.
craccivora, Toxoptera aurantii y T. citricida, este ultimo considerado como el mas
eficiente transmisor (Loeza-Kuk et al. 2008; Raccah, 1980; Hermoso de Mendoza et al.
1984; Gottwald et al. 1997). Histéricamente la tristeza de los citricos ha sido una de las
enfermedades mas destructivas de los citricos, siendo responsable de la muerte de
mas de 100 millones de arboles durante el siglo pasado (Moreno et al. 2008). En el
continente americano se detectdo en 1940 en Sudamérica confiriéndosele su nombre

actual.

El CTV posee ciertas particularidades ligadas a su estructura e informacion
genoOmica mismas que dificultan su caracterizacion y que explican su alta variabilidad.
Es uno de los virus fitopatdgenos mas grandes, su genoma consta de una cadena de
RNA sencilla con alta variabilidad en el extremo 5’ y bastante conservada en el 3

(Karasev et al. 1995). Esta alta variabilidad en uno de los extremos y la longitud del

1
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virus, dificulta trabajar con lineas puras susceptibles de ser enteramente caracterizadas
0 secuenciadas, aspectos necesarios en estudios de variabilidad. Adicionalmente, por
la estrategia de replicacion del virus, es frecuente que en aislamientos “purificados”
mediante la transmision secuenciada en diferentes hospedantes y/o purificacion por
afidos, persistan RNA subgendmicos (sgRNA) y defectivos (dRNA) que pueden
modificar la expresion de sintomas (Ballester-Olmos et al. 1993). Debido al
comportamiento replicativo y la perenilidad de los hospedantes, la infeccion natural del
CTV se presenta como mezclas de variantes genémicas, las cuales se presentan en
arboles expuestos a reinfestacion constante de &fidos (Grant and Higgins, 1956;
Powell, et al. 1992; Moreno et al. 1993; Loeza-Kuk et al. 2008; Rivas-Valencia et al.
2010). Se ha observado que arboles pueden presentar una apariencia asintomatica,
pero al separar los aislamientos mezclados por injerto y/o afidos (p.e. A. gossypii) se
pueden obtener aislamientos en baja frecuencia que inducen sintomas severos
(Ballester-Olmos et al. 1993; Broadbent et al. 1996). Esto sugiere que un ““coctel” de
aislamientos moderados puede operar supresivamente sobre aislamientos severos
actuando a manera de una proteccion cruzada. En forma natural esto fue reportado en

Brasil (Muller y Costa, 1977).

Existen diferentes métodos de identificacion del CTV. Entre estos estan los
seroldgicos, ampliamente empleados en diagndsticos masivos, faciles y econdmicos,
pero restrictivos por la reducida disponibilidad de anticuerpos capaces de diferenciar
aislamientos por atributos patogénicos (Permar et al. 1990; Nikolaeva et al. 1998).
Adicionalmente, solo se han desarrollado para una porcion antigénica del genoma,

generalmente la capa proteica. Las técnicas moleculares como la retrotranscripcion-
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reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) de punto final y tiempo real son otras
opciones, mediante la cual con un conjunto de iniciadores es posible diferenciar de
manera rapida aislamientos del virus (Ayllon et al. 2001; Herrera-Isidrén et al. 2009;
Rivas-Valencia et al. 2010). La hibridacién con sondas, puede caracterizar aislamientos
presentes en arboles o afidos rapidamente, sin necesidad de realizar la extraccion del
RNA viral (Narvdez et al. 2000), sin embargo, su precisibn y exactitud se ve
comprometida a bajas concentraciones del virus. Estas técnicas también se han
empleado exitosamente para estudios de diversidad poblacional del CTV (Sambade et
al. 2002; Ayllon et al. 2001; Rubio et al. 2001) y en estudios estructurales
epidemioldgicos en planta y vector (Rivas-Valencia et al. 2008; Loeza-Kuk et al. 2008;
Rivas-Valencia et al. 2010; Dominguez-Monge et al. 2014), ampliando la aplicacion del
diagnoéstico a estudios epidemiologicos mecanisticos tendientes a explicar y prevenir

cambios de intensidad epidémica.

A nivel nacional se han realizado algunos trabajos relacionados con la
epidemiologia y caracterizacion molecular del CTV (Loeza-Kuk, 2008; Rivas-Valencia,
2008; Ruiz-Garcia, 2008; Mora-Aguilera et al. 2005; Gongora-Canul, 2004; Loeza-Kuk
2003; Mora-Aguilera et al. 2003; Palacios, 2001). Estos trabajos indican la presencia de
variantes de tipo severo en algunas regiones como Tamaulipas y Baja California. Sin
embargo, esencialmente ha predominado la deteccion del aislamiento T-30
ampliamente distribuido en los estados con produccién citricola y con arboles positivos
asintomaticos (Silva-Vara et al. 2001; Nava et al. 2001; Loeza-Kuk, 2003; Loeza-Kuk et
al. 2002; Herrera-Isidron et al. 2001). El aislamiento T-30 se ha catalogado como no

severo 0 moderado, pues no induce sintomas en C. aurantifolia durante la
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caracterizacion biolégica. Estudios actuales en el sistema planta-vector muestran la
ocurrencia de cambios estructurales de frecuencia de haplotipos pero dentro del
espectro de aislamientos de tipo moderado aun en el escenario epidémico donde T.
citricida (Tc) estd presente (Loeza-Kuk, 2008; Rivas-Valencia, 2008; Dominguez-

Monge et al. 2014).

La hipétesis general de este trabajo fue que el andlisis molecular y biolégico de
la estructura poblacional de aislamientos del CTV, permitird evidenciar cambios debido
a la presencia de Tc dentro del &mbito de aislamientos de tipo moderado y aportaran
bases epidemioldgicas para el empleo de aislamientos moderados de alta prevalencia
regional para la induccion de proteccion cruzada. Antecedentes en Brasil y Sudéfrica
en el uso de la proteccidon cruzada soportan esta hipétesis pero la adicion de del
componente de analisis estructural de poblacién coadyuvara a una mejor comprension
y estabilidad de esta estrategia de control (Folimonova, 2013; Souza et al. 2002; Van

Vuuren et al. 1993).
En este sentido, los objetivos planteados fueron los siguientes:

)] Caracterizar la estructura poblacional de aislamientos de CTV.

1)) Detectar cambios en la diversidad genética del CTV derivado de la ocurrencia y
dispersion de Tc.

iii) Evaluar el comportamiento patogénico a nivel biolégico a partir de la estructura
poblacional de aislamientos de CTV.

iv) Desarrollar un modelo de simulacién de cambios de frecuencia de haplotipos a
nivel regional basado en variables inductivas de los subsistemas del sistema

epidemioldgico.
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Con los objetivos de esta investigacion se pretendié enriquecer y sustentar la
aplicacion de métodos de prediccion y manejo de la tristeza de los citricos en las

condiciones particulares de las regiones citricolas estudiadas de México.
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Il. REVISION DE LITERATURA

1. EL CULTIVO DE LOS CITRICOS

1.1.

Importancia econémica

México es lider en produccion de citricos, al ocupar el cuarto lugar en

importancia como productor de citricos a nivel mundial (4.84% del total) detréas de

China (25.8%), Brasil (16.29%) y Estados Unidos (9.9%) (FAOSTAT, 2016)

(Figura 1).
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Figura 1. Situacion citricola mundial de los principales paises productores (fuente:

FAOSTAT, 2016, http://faostat.fao.orq).

Los citricos en México constituyen uno de los principales Sistema-Producto

de gran importancia econémica y social. Se cultivan en poco mas de medio millén

de hectareas (565,664 has) en regiones con clima tropical y sub-tropical en 28
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entidades federativas. De esa superficie, aproximadamente 67% se destina a los
denominados citricos dulces, cuya produccion es de 5.3 millones de toneladas por
cosecha, principalmente de naranja (84.6% del total), toronja (7.9%), mandarina

(5.5%) y tangerina (3.6%) (SIAP, 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Produccién de la citricultura mexicana por especie (fuente: SIAP, 2016,

http://www.siap.gob.mx)

El cultivo de citricos dulces constituye un producto agricola basico en
México, representando una fuente importante de empleo y de ingresos en las
zonas rurales donde se lleva a cabo. Se estima que cerca de 69 mil familias
mexicanas dependen de esta actividad, con un valor superior a siete mil 100

millones de pesos (ASERCA, 2016).

Los estados de mayor importancia en la produccién son Veracruz (45.1%

del total nacional), Tamaulipas y Michoacdn (Figura 3), que en conjunto
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representan 54.6% de la superficie sembrada y cosechada, asi como San Luis

Potosi y Nuevo Leon (SIAP, 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Estados citricolas importantes en produccién y superficie (fuente: SIAP,

2016, http://www.siap.gob.mx).

En los dltimos afios, la produccion de citricos se ha afectado por la
ocurrencia de plagas y enfermedades de interés regulatorio para México, entre la
que destaca el Huanglongbing (HLB), la cual ha demandado una definicion de
prioridades de inversion de capital y de recursos humanos asi como de logistica
operativa. Otra enfermedad de importancia es la tristeza de los citricos causada
por el Citrus tristeza virus (CTV), que a pesar de la ocurrencia epidémica de
manera asintomatica y de aparente baja prevalencia en México, el ingreso de su

principal afido vector Toxoptera citricida (Kirkaldy) desde el afio 2000 (Michaud y
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Alvares-Ramos, 2000) y su actual establecimiento y dispersién a nuevas zonas
citricolas (SENASICA, 2016), demanda una importante necesidad de estudios que
permitan la prevencion de epidemias de alta intensidad y eventualmente el manejo

de la enfermedad.

1.2. El cultivo

La propagacion asexual es la técnica méas usada en el cultivo de los citricos
a través del injerto de yemas de una variedad seleccionada sobre un patron de
interés a partir de semilla. Las especies utilizadas como patron mediante semillas
son apomicticas (poliembridnicas), bastante vigorosas y que presenta
homogeneidad genética, debido a la germinacién de embriones nucelares en lugar
del embrién cigético. Por tanto, es preferible la propagacion vegetativa para
garantizar la homogeneidad genética de las copas. Esta técnica permite
seleccionar el patron mas adecuado para las condiciones locales de cultivo,
garantizando mayor uniformidad de la plantacion y mejor homogeneidad de la
produccion. No obstante, esta homogeneidad genética del cultivo hace que las
plantaciones sean mas susceptibles al atague de patdégenos. Asi, antes de
aparecer por primera vez las epidemias ocasionadas por la gomosis (Phytophthora
spp.), los citricos se cultivaban en pie franco. Desde el momento de su apariciéon
empezod a utilizarse como patron, el naranjo agrio, hasta que se empezo6 a limitar
por la aparicion de la tristeza. Actualmente, se dispone de cientos de patrones que
presentan resistencia a patdégenos diversos y con muy buenas cualidades

agron6micas. El citrange Carrizo fue de los primeros patrones tolerantes a la
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tristeza que se introdujo con buena calidad de fruta. Sin embargo, mas del 90% de
las plantaciones citricolas de México estan aun establecidas sobre naranjo agrio,
una combinacion susceptible a la enfermedad debido a la rusticidad del mismo,
buena adaptacion a condiciones de estrés hidrico y resistencia a gomosis y ciertos

nematodos.

2. ENFERMEDADES DE LOS CITRICOS

La citricultura representa una actividad de gran importancia econémica y
social. Sin embargo, los citricos se ven afectados por diversas enfermedades que
causan perdidas productivas, las cuales pueden ser causadas por hongos, virus,
viroides, bacterias, nematodos, procariontes y algas (Timmer et al., 2000; Orosco-
Santos, 2001; Varela-Fuentes et al., 2013). Entre las enfermedades que afectan a
la citricultura, los agentes patogénicos transmitidos por injerto representan una de
las principales causas de pérdidas econOmicas. Estas enfermedades se
caracterizan por que los microorganismos son sistémicos y van asociados al
material vegetal. Como ejemplo, se tienen las importaciones que se realizaron en
México de material propagativo (semillas, yemas y plantas) de Brasil, Espafa y
EEUU en las décadas de 1920 y 1950, donde se introdujeron inadvertidamente los
viroides causantes de la cachexia (Citrus cachexia viroid (CCaV)) y la exocortis
(Citrus exocortis viroid (CEVd)), asi como los virus de la psorosis (Citrus psorosis
virus (CPsV)) y la tristeza de los citricos (SENASICA, 2008). Algunas de ellas se
pueden mantener temporalmente en una instalacion fitosanitaria, como es el caso

de la Estacion Nacional de Cuarentena, Epidemiologia y Saneamiento Vegetal
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(ENECUSaV) y, controlar mediante saneamiento y tratamiento profilactico (NOM-

079-FITO-2002), mientras que otras, ademas de propagarse con el material

vegetal, se pueden transmitir mediante insectos vectores, dificultando el control de

la enfermedad.

Cuadro 1. Enfermedades mas importantes transmitidas por injerto en el cultivo de

los citricos.
Enfermedades Patogeno Género Vectores Deteccion
en México
Viroides
Cachexia Citrus cachexia viroid (CCaV) Hostuviroid - +
Exocortis Citrus exocortis viroid (CEVd) Pospiviroid - +
Virus
Psorosis Citrus psorosis virus (CPsV) Ophiovirus ? +
Leprosis Citrus leprosis virus (CiLV) Cilerivirus Acaros +
Tristeza Citrus tristeza virus (CTV) Closterovirus Afidos +
Muerte subita Etiologia desconocida/Citrus Desconocido -
suden death-associated virus +
CTV?
Enanismo del Satsuma dwarf virus (SDV) Sadwavirus ? -
mandarino satsuma
Hoja rasgada Citrus tatter leaf virus (CTLV) Capilovirus - -
Hoja rugosa Citrus leaf rugose virus (CiLRV) llarvirus - -
Mosaico amarillo Citrus yellow mosaic virus Badnavirus ? -
(CMBV)
Variegacion Citrus variegation virus (CVV) llarvirus -
infecciosa
Bacterias
Clorosis variegada Xylella fastidiosa Xylella Chicharritas -
Huanglongbing Candidatus Liberibacter Candidatus Psilidos +
asiaticus Liberibacter
Cancro de los Xanthomonas axonopodis pv. Xanthomonas - -
citricos citri
Stubborn Spiroplasma citri Spiroplasma Chicharritas +
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El Cuadro 1 muestra las enfermedades més importantes causadas por
viroides, virus y bacterias (Duran-Vila y Moreno, 2000), de las cuales diez se han
detectado en Meéxico. La tristeza se transmite por injerto y vectores, y es
considerada una de las enfermedades mas destructivas en el cultivo de los citricos

(Moreno et al., 2008).

3. LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS

El Citrus tristeza virus (CTV), agente causal de la tristeza de los citricos, es
un virus confinado al floema que se transmite de manera semi-persistente por
afidos (Hemiptera: Aphididae), entre los que se reportan a Aphis gossypii, A.
spiraecola, A. craccivora, Toxoptera aurantii y T. citricida, este Ultimo considerado
como el més eficiente transmisor (Loeza-Kuk et al., 2008; Raccah, 1980; Hermoso

de Mendoza et al., 1984; Gottwald et al., 1997).

Este virus, actualmente estd presente en casi todas las regiones citricolas
del mundo (Figura 4). Histéricamente, se considera como una de las
enfermedades mas importante en el cultivo de los citricos, la cual ha causado de
manera directa e indirecta la muerte de mas de 100 millones de arboles (Moreno
et al., 2008). Los reportes se remontan a inicios del siglo XIX en plantaciones de
naranjo dulce de Sudafrica en donde causo la muerte de millones de arboles de
citricos establecidos sobre naranjo agrio, el cual sin haberse asociado
directamente con un virus, se considera como el primer reporte de dafios por la

enfermedad tristeza de los citricos (Weber, 1943). Previo a la identificacion del
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agente causal de la tristeza de los citricos, esta enfermedad fue llamada como
podredumbre de las raices o decaimiento rapido (Costa y Grant, 1951). Para 1938
en Ghana se inicia una epidemia en huertos de lima acida provocada por una
enfermedad conocida como “muerte regresiva de las limas” (“lime dieback”) y para
1949 se describe en Sudafrica el “picado del tallo” (“stem pitting”) (Moreno et al.,

1993).

Mational record Subnational record

IE‘ Present IE' Present

@ Present only in some areas @ Present only in some areas 2006-09-19

Figura 4. Distribucion geografica del CTV en el mundo. Créditos: EPPO, 2006.

En el continente americano se detecté en Argentina en 1930 y se denomind
“‘podredumbre de las raicillas”; en 1937 se reporta en Brasil con el nombre de
“tristeza” por el aspecto de los arboles afectados. En 1939 en el sur de California,
se reportd la enfermedad “decaimiento rapido” (“quick decline”). En afos
posteriores se demostré que todas las alteraciones citadas tenian una causa
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comun, por lo que se consideraron manifestaciones de una misma enfermedad,
prevaleciendo para ésta el nombre brasilefio de Tristeza (Moreno et al., 1993; Lee

y Rocha-Pefa, 1992).

3.1. Hospedantes y sintomas

Los hospedantes naturales del CTV pertenecen a la familia de las
Rutaceas, infectando a la mayoria de las especies, variedades e hibridos del
genero Citrus (Muller y Garnsey, 1984); asi también, infecta otros géneros de esta
familia tales como Aegle, Aeglopsis, Afraegle, Citropsis, Microcitrus y Pamburus
(Lee y Bar-Joseph, 2000). Sin embargo, se ha detectado en otros hospedantes
gue no pertenecen a esta familia, los cuales pertenecen al género Passiflora
(Muller et al. 1974) y, experimentalmente se ha logrado transmitir a protoplastos

de Nicotiana benthamiana (Navas-Castillo et al., 1997).

Existen especies que son resistentes o inmunes, tolerantes y altamente
susceptibles a la infeccion de CTV. Algunas especies resistentes a casi todos los
aislamientos son los hibridos de la naranja trifoliada (Poncirus trifoliata (L.) Raf.)
(Barret, 1990; Hearn et al., 1993; Lee y Bar-Joseph, 2000). Algunas tolerantes a
los aislamientos que causan el sintoma de picado de tallo son las mandarinas (C.
reticulata), la lima Rangpur (C. limonia), el limén rugoso (C. jambhiri) y el limén
Volkameriana (C. volcameriana). El limén mexicano (C.aurantifolia) es susceptible
a la mayoria de los aislamientos de CTV (Lee y Bar-Joseph, 2000; Rocha-Pefia et

al., 1995; Wallace, 1978).
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El CTV causa varios sintomas en los hospedantes que infecta, de los
cuales dos son considerados de importancia econémica. El primer sintoma de
importancia economica descrito fue el decaimiento rapido o marchitamiento
repentino de &rboles de naranja dulce, mandarinas y toronjas injertadas sobre el
portainjerto naranjo agrio (Wallace y Fawcett, 1947). En este tipo de sintoma se
reconocié al causante de la tristeza como un agente viral. Los arboles con este
sintoma producen muchos frutos pequefios, los cuales, al igual que las hojas
permanecen adheridos al arbol después de su rapida muerte (Figura 5A). Ademas
también se puede observar una banda café a la altura del punto de injerto (Rocha-
Pefa et al., 1995). Estos sintomas también han sido descritos para la enfermedad
de muerte subita de los citricos, recientemente detectada en Brasil, con la
diferencia de que ésta esta ligada principalmente al portainjerto C. limonia vy, la
muerte de los arboles es mas rapida (Roman et al., 2003).

El segundo sintoma de importancia econémica ocasionado por algunos
aislamientos de CTV fue el picado de tallo (Bar-Joseph et al., 1989), el cual puede
detectarse al remover la corteza de los arboles de pomelo y naranjo dulce
infectados por aislamientos severos (Figura 5C). La severidad de los aislamientos
que lo origina se denota cuando incluso los portainjertos reconocidos como
tolerantes muestran esta sintomatologia (Olson, 1956 y 1958; Rocha-Pefa et al.,

1995).

Otros sintomas caracteristicos son el amarillamiento de plantas jovenes
(Figura 5E), el cual fue descrito por primera vez en Australia (Wallace y Drake,

1961), el hinchamiento de la unién del injerto (Figura 5B), el aclaramiento de
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nervaduras, la deposicidon de corcho en las hojas (Figura 5E) (Olson, 1956 y 1958)
y la pérdida de vigor del &rbol (Figura 5D), este ultimo se ha reportado en
condiciones de México (GIIIC, 2011) pero la caracterizacién biolégica no fue

confirmada.

A) B) C)

Figura 5. Sintomas tipicos inducidos por CTV. A) decaimiento, B) proyecciones en
la cara cambial de la madera, C) Acanaladuras en la madera de naranjo dulce
causadas por un aislado virulento de CTV, D) Reduccion del vigor en naranja
dulce causado por un aislamiento moderado, E) Clorosis (F) Acorchamiento de

nervadura. (Fotos G. Mora).
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3.2. El virus de la tristeza de los citricos

El virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, CTV) (familia
Closteroviridae, género Closterovirus) (Bar-Joseph et al., 1979), es uno de los
virus mas grandes de ARN de plantas que se conoce en la naturaleza. Su
presencia en las plantas esta limitada a los tejidos del floema (Febres et al., 1996;

Matthews et al., 1997; Mehta et al., 1997).

3.2.1. Organizacion genomica del CTV

Las particulas (viriones) del CTV son largas, flexibles y de forma
filamentosa que mide 2000 nm de largo por 10 a 12 nm de didmetro, constituido
por una molécula de ARN de sentido positivo de 19.3 kb y dos proteinas de la
capside de 25 y 27 kDa que cubren aproximadamente el 95 y 5% del virién

respectivamente (Febres et al., 1996; Satyanarayana et al., 2004) (Figura 6).

Figura 6. Micrografias electrénicas de transmisién de particulas de CTV de tejido
infectado. A) Particulas de oro localizando los anticuerpos especificos de p27 de
una particula de CTV. B) Decoloracion con anticuerpos especificos de la CP de la

particula de CTV. Fotos obtenidas por V. Febres.
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El ARN gendémico (gARN) del CTV esta organizado en 12 marcos de lectura
abiertos (ORF) (Figura 7), los cuales pueden codificar al menos 19 proteinas y dos
regiones terminales no traducibles (UTR) en los extremos 5" y 3" (Karasev et al.,
1995) (Cuadro 2). La region 5" de 107 pb que participa en la union de los
ribosomas para la traduccion de la ORF 1, de la que resultaria la replicasa viral
necesaria para replicar el gRNA y producir los sgRNA de las ORFs 2 a la 11 para
la expresion de las demas proteinas virales. La regién 3' UTR de 273 pb que esta
implicada en el reconocimiento de la RNA polimerasa como ocurre en otros virus
de plantas vegetales (Gallie y Kobayashi, 1994). El extremo 3’ es el mas
conservado con mas del 97% de similaridad entre aislamientos de diferente
procedencia, mientras que el extremo 5" su conservacion es de 44 % (Karasev et

al., 1995; Karasev, 2000; Ayllon et al., 2001; Satyanarayana et al., 2002).

La region codificante del gRNA contiene en la mitad 5° el médulo de
replicacion (ORFs lay 1b) y la mitad 3" un médulo de cinco genes (p6, p65, p61,
p27 y p25) que codifican proteinas implicadas en el ensamblaje del virion y el
movimiento de célula a célula, que esta conservado en todos los miembros de la

familia Closteroviridae (Figura 7, Cuadro 2).
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Cuadro 2. Marcos de lectura abiertos (ORF) del CTV, gen, producto y funcion

(Karasev et al., 1995; Hilf et al., 1995; Navas-Castillo et al., 1997; Ayll6n et al.,

2006; Bergua et al., 2014; Satyanarayana et al., 2000, 2004; Gowda et al., 2000;

Lu et al., 2004; Lopez et al., 2000; Ghorbel et al., 2001; Fagoada et al., 2005).

ORF Gen Producto Funcion
la proximo al Codifica para una poliproteina de 349 Replicacion
extremo 5~  kDa, con cuatro dominios, dos de ellos
de proteasas tipo papaina (L-PRO),
uno de MET y otro de HEL.
1b RdRp Se traslapa con ORF la y contiene los Replicacion
motivos tipicos de la ARN polimerasa
dependiente de ARN (POL)
2 p33 Proteina de 33 kDa Proteina que regula la
superinfeccion
3 p6 Proteina hidrofébica de 6kDa (MP) Proteina de transporte, se asocia a
la membrana del reticulo
endoplasmico.
4 p65 Homologa de la proteina de choque Actla en el ensamble del virién, en
térmico, hidrofébica de 65 kDa el movimiento célula-célula
(HSP70) (transmembranal), guiando los
viriones cuando se realiza el
movimiento a través del
plasmodesmo.
5 p61 Proteina hidrofobica Ensamblaje del virion
6 p27 Proteina de la capside menor (CPm) Ensamblaje del virién
7 p25 Proteina de la capside (CP) Encapsida al ARN viral, lo protege
de la degradacion y actia como
supresor del silenciamiento.
8 pl8 Proteina de 18 kDa Desconocida
9 pl3 Proteina de 13 kDa Desconocida
10 p20 Acumula cuerpos de inclusién amorfos Interfiere con la  dispersion
en plantas infectadas sistémica del silenciamiento.
Transporte sistémico.
11 p23 Proteina de 23 kDa Actla como enlace del ribosoma,

regula la acumulacién de cadenas
positivas de ARN, determinante
patogénico y supresor de
silenciamiento.

Modificado de Rivas-Valencia et al., 2008.
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Mddulo de ensamblaje del virion

Modulo de replicacion y movimiento de célula a célula
[ ! r 1
ORF c
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uTR | uTR
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Figura 7. Representacion gréfica de la organizacion genémica del ARNg del CTV,
los rectangulos a diferente altura indican marcos abiertos de lectura (ORF), las
flechas verticales indican puntos de corte de la poli-proteina. P-PRO= Proteinasa
tipo papaina, MTR-1= Metiltransferasa. (Basado en: Doljia et al., 1994; Karasev,

2000).

3.2.2. Expresion genémica del CTV

La expresion del genoma de CTV incluye al menos tres mecanismos que
son ampliamente utilizados por otros virus de RNA y que son necesarios para
multiplicarse e invadir el huésped: procesamiento proteolitico, deriva ribosomal y
produccion de RNAs subgendémicos 3" co-terminales (Ayllon et al., 2003, 2004;
Gowda et al., 2001, 2003; Hilf et al., 1995; Karasev et al., 1995; Satyanarayana et
al., 2002) (Figura 8). EI ARN del virion es infeccioso y funciona como genoma y
como ARN mensajero viral. Los ORF 1la y 1b son producidos por desplazamiento

del marco ribosomal (Karasev et al., 1995).
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Los otros ORFs (10 genes) del extremo 3" del gran se traducen a partir de
la sintesis de un conjunto de ARNs subgenomicos (SgARN) co-terminales (Hilf et

al., 1995).

L

Dariva ribosomal

Pollmeraza
RARp
e B
[ - pb
S HSFTO
[ - pEF

| —
 — -

Expresidn de sgRMNAs = rl3
3" eo-terminales C—T g0
- p23

Figura 8. Representacién grafica de la organizacion gendmica del ARNg del CTV
y de las estrategias de expresion de las distintos ORFs de los extremos 5" y 3”:
procesamiento proteolitico, deriva ribosomal y produccion de sgRNAs co-

terminales.

3.3. Diagnostico y caracterizacion de aislamientos
Existen diferentes métodos de identificacion del CTV. Entre estos el método

méas tradicional de diagndstico es el indexado biolégico en invernadero
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(Roistacher, 1991, Garnsey et al., 1995), que consiste en la inoculacion del virus
en plantas indicadoras libres del patdgeno, las cuales reaccionan ante la infeccién
del virus, expresando diversos sintomas diferenciales segun el aislamiento
(Ghorbel et al., 2001).

El método serol6gico mediante técnicas inmunoenziméticas con anticuerpos
policlonales o monoclonales (Bar-Joseph et al., 1979; Cambra et al., 1991;
Garnsey et al., 1993; Gonsalves et al., 1978; Nikolaeva et al., 1998; Permar et al.,
1990; Vela et al.,, 1986; Ruiz-Garcia et al., 2009) se basa en la capacidad de
reconocimiento y combinacién que tienen los anticuerpos a un antigeno especifico
(Abbas et al., 1991; Matthews, 1991). Este método ha sido ampliamente usado en
diagnosticos masivos, faciles y econdmicos, pero restrictivos por la reducida
disponibilidad de anticuerpos capaces de diferenciar aislamientos por atributos
patogénicos (Permar et al., 1990; Nikolaeva et al., 1998; Ruiz-Garcia et al., 2009).
Adicionalmente, solo se han desarrollado para una porcién antigénica del genoma,
generalmente la capa proteica.

La hibridacién con sondas, puede caracterizar aislamientos presentes en
muestras de arboles o afidos rapidamente, sin necesidad de realizar la extraccion
del RNA viral (Narvadez, 2000); sin embargo, su precision y exactitud se ve
comprometida a bajas concentraciones del virus.

Las técnicas bio-moleculares como la retrotranscripcién-reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR) de punto final y tiempo real son otras opciones,
mediante la cual con un conjunto de iniciadores es posible diferenciar de manera

rapida aislamientos del virus (Ayllén et al., 2001; Loeza-Kuk, 2008).
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Todas estas técnicas se han empleado exitosamente para estudios de

diversidad poblacional del CTV (Sambade et al., 2002; Ayllén et al., 2001) y en

estudios estructurales epidemiolégicos en planta y vector (Rivas-Valencia et al.,

2008; Loeza-Kuk et al., 2008), ampliando la aplicacién del diagnéstico a estudios

epidemiologicos mecanisticos tendientes a entender y prevenir cambios de

intensidad epidémica.

Cuadro 3. Técnicas moleculares empleadas en la caracterizacion de aislamientos

de CTV.
Técnica molecular Region Aplicacion Cita
Gendmica
Serologia CP Descriminacién de aislamientos Permar et al., 1990;
Pappu et al., 1993
Anélisis de la doble ARN Diferenciacion en el perfil de Dodds et al., 1987
cadena de ARN gendémico dsRNA entre aislamientos
Hibridacion con ARN Diferenciacion en el perfii de Albiach-Marti et al.,
sondas gendémico hibridacion con sondas de cDNA o  2000; Narvaez et al.,
cRNA 2000
RFLP analisis del polimorfismo de Gillings et al., 1993;
longitud de los fragmentos de Roy et al., 2003
restriccionobtenidos con distintas
endonucleasas
RT-PCR 3 regiones Variacion genética Hilf et al., 2005
no contiguas
SSCP P18, pl3, Caracterizacion de la estructura Sambade et al.,
p20y p23 poblacional de aislamientos de 2002
CTV
P20 y A Variacion genética en poblaciones d'Urso et al., 2000,
(ORF1la) naturales de CTV
CP Caracterizacion de la estructura Rivas-Valencia et al
poblacional de aislamientos de 2010
CTV
SSCP-Secuenciacion P18y p20 Variacion genética Ayllon et al., 2006
Secuenciacion P349, CP, Diversidad genética Herrera-Isidrén et al.
p23y pl3 2009
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En general, los estudios sobre caracterizacion molecular de aislamientos de
CTV han utilizado algunos procedimientos rapidos basados en la tecnologia de
ADN recombinante, como el analisis de doble cadena de ARN, RT-PCR, RFLP’s,
SSCP, hibridacion y secuenciacién para caracterizar la variabilidad de CTV e
identificar grupos especificos de aislamientos, tratando de asociarlos con las

caracteristicas patogénicas de cada aislamiento (Cuadro 3).

3.4. Variabilidad genética

La diversidad genética es variable en las diferentes regiones que conforman
el genoma del CTV, siendo el extremo 3" mas conservado, con una identidad entre
aislamientos mayor al 95% y el extremo 5" mas variable, con valores de identidad
en ocasiones inferiores al 50%. El CTV tiene numerosos aislamientos que difieren
en caracteristicas bioldgicas y genéticas (Moreno et al., 1993; Rubio et al., 2001;
Mendoza et al., 2003; Loeza-Kuk, 2003; Herrera-Isidrén et al., 2004; Loeza-Kuk et
al., 2005). Los aislamientos pueden ser clasificados en seis genotipos: T3, T30,
T36, VT, T68 y RB (Hilf et al., 2005; Folimonova et al., 2010). Esta agrupacion es
definida como diferentes grupos filogenéticos de acuerdo al analisis de secuencias
de nucledtidos del ORF 1a, la sintomatologia y el rango de hospedantes que
infectan (Hilf et al., 2005; Folimonova et al., 2010; Roy et al., 2013). Esta region
del genoma presenta una alta diversidad genética entre variantes de CTV, con
niveles de identidad de secuencia de 72.3 a 90.3% (Mawassi et al., 1996; Lopez et
al., 1998; Kong et al., 2000; Rubio et al., 2001; Hilf et al., 2005; Roy et al., 2005;

Harper et al., 2010). Esto contrasta con un rango de identidad de 89 a 94.8%,
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encontrado en las regiones mas conservadas del extremo 3" de los genomas de
diferentes razas de CTV. Una raza no es una variante homogénea. Cada raza se
compone de aislamientos con menor divergencia de secuencias, generalmente
menor del 5% a lo largo de todo el genoma (Hilf et al., 2005; Moreno et al., 2008;
Harper et al., 2010). Adicionalmente, los aislamientos de una raza pueden tener
variaciones significativas en los tipos de sintomas y en la severidad de los
mismos. Sorprendentemente, los arboles de campo por lo general contienen
poblaciones complejas de CTV, que a menudo estdn compuestas de mezclas de
diferentes genotipos y recombinaciones entre estos genotipos (Grant and Higgins,
1957; Lépez et al., 1998; Kong et al., 2000; Rubio et al., 2001; Vives et al., 2005;
Weng et al., 2007; Martin et al., 2009). Esto es entendible por la perenilidad de los
citricos hasta por mas de 50 afios favoreciendo reinfecciones y cambios de
frecuencia de haplotipos (Rivas-Valencia, 2008; Rivas-Valencia et al., 2010).

La variabilidad en la diversidad genética también ha sido reportada entre
regiones codificantes, asi como dentro de un mismo gen, sugiriendo diferentes
presiones de seleccion en las regiones gendémicas del CTV. Por ejemplo, la
diversidad genética de aislamientos de ocho estados de México fue de 0.054 para
el gen CP, pero de 0.143 para una region de la ORF la (Herrera-Isidron et al.,
20009).

Las principales fuentes de variacion genética de las poblaciones de CTV en
campo son las mutaciones, recombinacion de genotipos, seleccion, deriva
genética y flujo génico debido a las reinoculaciones e infeccidn persistente en los

arboles de campo (Weng et al. 2007).
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3.5. Transmision

El CTV es un patdgeno que puede transmitirse facilmente por injerto y de
manera semipersistente por varias especies de afidos (Roistacher and Bar-
Joseph, 1987; Lee et al., 1994; Yokomi et al., 1994; Moreno et al., 2008; Loeza-
Kuk, 2008). Experimentalmente se puede trasmitir de forma mecanica y, por la
planta parasita del género Cuscuta, sin embargo estas dos formas de transmision
carecen de implicacion epidemioldgica (Garnsey et al., 1977; Lee y Bar-Joseph,
2000). No se ha demostrado la transmisién de CTV por semilla (McClean, 1957).

La dispersion local (a nivel de planta) es por medio de afidos. El afido es
virulifero por un tiempo de 24 a 48 horas y no requiere de un periodo latente. La
transmision requiere de un periodo de alimentacién de 4 a 6 horas. En general,
entre mas tiempo un afido se alimente de una planta con CTV la probabilidad de
adquisicion de particulas virales se incrementa. Similarmente, a mayor tiempo un
afido virulifero se alimente de una planta sana se incrementa la probabilidad de
transmision (Yokomi, 1993). Sin embargo, la eficiencia de la transmisién por afidos
puede ser afectada por la concentracion del virus en la planta “donante”, el tipo,
edad, y condicion de la planta “donadora”, entre otros factores (Yokomi et al.,
1994; Roistacher and Bar-Joseph, 1987; Loeza-Kuk et al., 2008).

El vector mas eficiente es el afido Toxoptera citricida (Yokomi et al., 1994;
Yokomi, 1993; Loeza-Kuk et al., 2008); sin embargo, otras especies de &fidos
tienen la habilidad para trasmitir el CTV (Roistacher and Bar-Joseph, 1987; Rocha-
Pefa et al.,, 1995; Loeza-Kuk et al., 2008). En México, Toxoptera citricida fue

detectado en febrero del 2000 al norte de los estados de Quintana Roo y Yucatan
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(Machaud y Alvarez, 2000), para lo cual se implementé la Campafia contra el
“Virus de la Tristeza” con fundamento en la Norma Oficial Mexicana (NOM-031-
FITO-2000). Esta Norma fundamentd el muestreo del patégeno y, monitoreo y
acciones de control biolégico y quimico contra este &fido. Actualmente, este
insecto se encuentra distribuido en los estados de Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Morelos, Nayarit, Querétaro, San Luis Potosi, Estado de México, Yucatan,
Quintana Roo, Veracruz, Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Puebla y Campeche
(SENASICA, 2016), lo que sugiere una amenaza importante para la citricultura del
litoral del golfo, ya que es la principal zona citricola y en donde el naranjo agrio
sigue siendo predominante. Los estudios CTV-vector son importantes con el fin de

entender riesgos epidémicos (Hernandez-Nava, 2013).

3.6. Control de la enfermedad

Existen diversas estrategias que se pueden aplicar para controlar los dafios
ocasionados por el CTV, principalmente bajo el principio de prevencion. Sin
embargo, para una toma efectiva de decisiones se requiere considerar el nivel de
dafio (incidencia y severidad) de la tristeza, las frecuencias regionales de los tipos
de aislamientos virales, y la combinacion injerto/portainjerto predominante en cada
zona especifica (Garnsey et al., 1987; Garnsey et al., 1998; Mora-Aguilera et al.,
2003). Las estrategias tienen como fin prevenir que la condicién epidémica de baja
endemicidad y asintomatica pueda cambiar por la prevalencia y dispersion de
alguna raza severa. Entre estas estrategias, estan los programas de cuarentena 'y

certificacion de material vegetal propagativo, los programas de erradicacion de
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plantas enfermas y/o de los vectores, el uso de proteccion cruzada y la resistencia
genética. Actualmente, México detuvo la Campafa oficial contra CTV pero
mantiene lineas de investigacion con propdésito de prevencion de riesgos. El Tc sin
embargo, se mantiene dentro de un Programa de Vigilancia (SENASICA, 2016).
Cuando el CTV aun no se ha establecido en las zonas citricolas, se pueden
aplicar programas de cuarentena y certificacion mediante normas que regulen los
procesos de material propagativo para evitar la introduccion y/o establecimiento
del patégeno hacia nuevas zonas (Garnsey et al., 1998; Lee y Bar-Joseph, 2000).
Por otra parte, cuando el virus se ha introducido en una zona citricola y los
niveles de dafio son aun bajos o restringidos a cierta area, se puede establecer un
programa de eliminacion de arboles enfermos que evite o retrase la diseminacion
y establecimiento de la enfermedad (Gottwald et al., 2002). Programas de este tipo
aplicaron por el gobierno en el Noreste de México (GAngora, 2004). Sin embargo,
en zonas citricolas donde la incidencia es alta y la erradicacion resulta inviable por
la exitosa dispersion y establecimiento del CTV, se pueden utilizar portainjertos
tolerantes como Poncirus trifoliata y sus hibridos los citranges Troyer y Carrizo (C.
sinensis x P. trifoliata), citrumelo Swingle (C. paradisi x P. trifoliata), lima Rangpur
(C. limonia Osb) mandarina Cleopatra (C. reshni Hort. ex Tan.) o limén rugoso (C.
volkameriana Ten. y Pasq.) (Moreno et al.,, 2008). Sin embargo, esta estrategia
resulta de interés en regiones donde predominan los aislamientos de tipo
moderado, ya que en presencia de estos, los naranjos dulces, mandarinos y
pomelos injertados sobre patrones tolerantes, y en México sobre naranjo agrio,

considerado susceptible, permanecen asintomaticos.
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Sin embargo, cuando los aislamientos severos de CTV estan ampliamente
distribuidos en las areas citricolas, se requiere el uso de resistencia al virus o la
implementacion de un programa de proteccion cruzada con aislamientos débiles
del mismo virus que impida la acumulacion de los aislamientos severos (Costa y
Mdiller, 1980; Muller y Costa, 1987; Moreno et al., 2008).

La utilizacion de genes de resistencia en variedades comerciales es una de
las estrategias mas eficaces para evitar pérdidas por virus de plantas (Rai, 2006).
Sin embargo, la compleja biologia reproductiva, su elevada heterocigosis, los
largos periodos juveniles de las plantas de semilla y el gran tamafio que tienen en
su fase adulta, entre otras han sido un gran obstaculo para la incorporacion de
estos genes dentro del mejoramiento genético convencional. La resistencia
derivada del patégeno (PDR) en plantas transformadas representa una estrategia
alternativa para lograr resistencia a CTV. La transformacién de plantas de este
cultivo se ha dado con la incorporacion del gen de la CP (Dominguez et al., 2002;
Mora-Aguilera et al., 2003; Loeza-Kuk, 2008), con el gen p23 (Ghorbel et al., 2001,
Fagoaga et al., 2005) o construcciones derivadas de la 3"-UTR, con lineas
transgeénicas no siempre exitosas. La informacion disponible indica que la PDR es
posible, pero factores desconocidos ajenos a la base genética puede afectar el
fenotipo de la resistencia de las plantas obtenidas al propagar dicha planta
(Moreno et al., 2008).

La utilizacion de la proteccion cruzada mediante la preinoculacion con un
aislamiento débil del virus para prevenir la expresion de un aislamiento mas

severo del mismo virus (Folimonova, 2013) ha sido usada desde hace mucho
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tiempo para proteger variedades comerciales de citricos susceptibles a CTV
(Muller y Costa, 1977). Aunque es considerada una técnica que carece de
fundamentos moleculares, que requiere largos periodos para seleccionar los
aislamientos débiles con capacidad protectora y que existe el riesgo de evolucion
del aislamiento protector hacia formas mas agresivas (Fulton, 1986), existen casos
exitosos a nivel comercial que han permitido proteger y mantener la produccién de
naranja dulce Pera en Brasil (Costa y Miller, 1980) y proteger del picado de tallo
en toronja en Sudéfrica (Van Vuuren et al., 1993), sin embargo, en este ultimo
pais, actualmente se ha reportado zonas en donde ha fracasado o so6lo ha
proporcionado una proteccion temporal (Zablocki y Pietersen, 2014).
Recientemente, se han relacionado diferentes mecanismos de la proteccion
cruzada, la prevenciéon de la entrada del virus a la células de las plantas (Steck
and Rubin, 1966a,b; Lee et al., 2005), competencia entre el aislamiento
preinoculado y el secundario por sitio de replicacién intracelular, interferencia con
el desensamble, replicacion o traduccion de los virus secundarios (Steck and
Rubin, 1966a; Sher- wood and Fulton, 1982; Adams and Brown, 1985; Abel et al.,
1986; Karpf et al.,, 1997; Lu et al., 1998; Beachy, 1999; Lee et al.,, 2005), y la
induccion del silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS), inducido por el
virus protector, proceso que forma parte del sistema natural de defensa de las
plantas y que conduce a la degradacion de forma especifica de los ARNs virales
(Ratcliff et al., 1999). En la actualidad, esta técnica se aplica comercialmente en
forma rutinaria en Brasil (Rui Leite, 2014 Comunicado Personal IAPAR). Pero

experimentalmente no se han hecho avances que incorporen criterios
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poblacionales basados en los aportes modernos moleculares que permitan la
aplicacion de la epidemiologia molecular a nivel regional con el fin de entender la
estructura poblacional y sus cambios en el tiempo con el fin de seleccionar
aislamientos estables y prevalentes en condiciones de campo. Adicionalmente, en
México ha existido la demanda de productores de usar el naranjo agrio dentro de
programas de certificacion por las ventajas agronémicas para una citricultura con

baja tecnologia (Robles, 2012 Comunicado Personal).
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ll. IMPLICACION DE Toxoptera citricida EN LA VARIACION GENETICA DEL
Citrus tristeza virus EN MEXICO
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3.1. RESUMEN

En este estudio se realizo la caracterizacion molecular de 168 aislamientos
de Citrus tristeza virus (CTV) colectados entre 2004 y 2015 en Yucatan, Veracruz
y Tamaulipas, México para determinar la variabilidad genética y las relaciones
filogenéticas mediante cuatro genes: ARN polimerasa ARN-dependiente (RdRp)
p33, proteina de la capside (CP) y pl3, putativamente asociados con
patogenicidad. La extraccion de ARN se realizé por el método de CTAB y la RT-
PCR por punto final utilizando los primers especificos para cada gen. El estudio se

realiz6 en dos etapas. En etapa 1, los 168 aislamientos fueron secuenciados y

57



CAPITULO III

subsecuentemente analizados con el programa MEGA6. En etapa 2, 8
aislameintos (3 aislamientos de Yucatan, 3 de Veracruz y 2 de Tamaulipas) fueron
seleccionados a partir de resultados de etapa 1 por su prevalencia y homologia de
secuencias. Se utilizd el método neighbor-joining con 1000 repeticiones de
Bootstrap para generar los arboles filogenéticos. En el analisis comparativo de
secuencias se incluyeron secuencias de 9 aislamientos mexicanos previos al
ingreso de Tc y secuencias de 8 aislamientos de otros paises (T30, T385, T36,
VT, SY569, NUagA, NZ-M16 y NZ-B18) obtenidas en GenBank. Todos los
aislados, excluyendo uno de Veracruz (Mx-Caz-Ver-KX029095) fueron de tipo
moderado con una homologia mayor a 99% para los genes p33, CP y pl13. El gen
RdRp no generd una clara agrupacion de severos y moderados, sugiriendo que no
estd involucrado con patogenicidad. La diversidad de secuencias del ARN
gendmico (gRNA) de los 8 aislamientos analizados tuvo un patron de divergencia
similar al observado entre aislados provenientes de un periodo previo a la
introduccién y dispersion de Tc en México. Estos resultados sugieren que Tc no
esta aparentemente induciendo cambios en la estructura poblacional de CTV
hacia una prevalencia de variantes severas en México. Esta informacion puede ser
usada para la vigilancia de aislamientos especificos o para el analisis recurrente
de la estructura poblacional en regiones especificas del pais con propdsito de
monitorear riesgos epidémicos o para el uso de aislamientos moderados

prevalentes para posible uso en proteccién cruzada.

Palabras clave: CTV, epidemiologia molecular, diversidad genética, analisis

filogenético.
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3.2. INTRODUCCION
El Citrus tristeza virus (CTV, familia Closteroviridae, género Closterovirus)
es el agente causal de la tristeza de los citricos, considerada histéricamente una
de las enfermedades virales mas destructivas en el cultivo de los citricos y la
responsable de la muerte de mas de 100 millones de arboles durante el siglo

pasado (Moreno et al., 2008; Ruiz-Garcia et al., 2009).

Los viriones de CTV son particulas filamentosas de un tamafio aproximado
de 2000 nm de longitud con dos proteinas de la capside (CP’s) de 25 (capa
proteica mayor, CP) y 27 kDa (capa proteica menor, CPm) que cubren
aproximadamente el 95 y 5% del viribn respectivamente (Febres et al., 1996;
Satyanarayana et al., 2004). Su genoma es monopartita, constituido de una
cadena simple de RNA de sentido positivo de aproximadamente 19.3 kb de
longitud y organizado en 12 marcos de lectura abierto (ORFs por sus siglas en
inglés) que codifican para al menos 19 proteinas (Karasev et al., 1995). Los dos
ORFs del extremo 5%, codifican proteinas relacionadas con replicacion y se
expresan a partir del ARN gendmico (ARNg). El ORF1a codifica una poliproteina
de 349 kDa, mientras el ORF1b una proteina con dominios de ARN polimerasa
ARN dependiente (RdRp) (Karasev et al., 1995). Los ORFs del 2 hasta el 11
cubren la mitad del ARNg en el extremo 3" y no son requeridos para la replicacion
del ARN. Codifican (en direccion 5" a 3) las proteinas p33, p6, HSP70h, p61,
CPm, CP, p18, p13, p20 y p23 involucradas en ensamble del virion, interaccion
con el hospedante, especificidad del vector, movimiento dentro de la planta y

silenciamiento del ARN (Hilf et al., 1995; Navas-Castillo et al., 1997; Ayllon et al.,
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2006). Una proteina de 23 kDa (p23), actua como enlace del ribosoma (LOpez et
al., 2000) regulando la acumulacion de cadenas positivas y negativas durante la
replicacion del ARN (Satyanarayana et al., 2002) y estad involucrada en la

expresion de sintomas (Ghorbel et al., 2001; Fagoada et al., 2005).

A nivel mundial, se ha reportado que el CTV infecta casi todas las especies
de citricos y sus hibridos, causando diferente tipo e intensidad de sintomas
dependiendo del hospedante y del aislamiento viral (Roistacher & Moreno, 1991).
Los sintomas mas reportados del CTV son: 1) muerte rapida de la mayoria las
especies de citricos propagadas sobre el portainjerto naranjo agrio (Citrus
aurantium L.); 2) picado de tallo del injerto; y 3) amarillamiento de plantulas en
naranjo agrio, naranja dulce (C. sinensis (L.) Osbeck) y toronja (C. paradisi
Macfad.). Sin embargo, en México prevalecen aislamientos moderados y la
expresion es asintomatica (Loeza-Kuk, 2003; Géngora, 2004; Loeza-Kuk, 2008;
Rivas-Valencia, 2008; Ruiz-Garcia et al., 2009; Rivas-Valencia et al., 2010). Los
aislamientos que no inducen sintomas en limén mexicano [C. aurantifolia (Christm)
Swingle] durante la caracterizacién biolégica son catalogados como de tipo débil

(Moreno et al., 2008).

En México, el CTV se detectd por primera vez en el estado de Tamaulipas
en el afio de 1983 y actualmente esta presente en 21 estados citricolas del pais;
mientras que [Toxoptera citricida (Kirkaldi), Tc] vector considerado como el mas
eficiente vector de CTV (Raccah, 1980; Hermoso de Mendoza et al.,, 1984,
Gottwald et al., 1997; Loeza-Kuk et al., 2008), ingresé en 2000 por la Peninsula de

Yucatdn (SENASICA, 2015). Muestreos recientes realizados en huertas de la
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Peninsula de Yucatan, indicaron que la incidencia de CTV fue menor al 36%
(Dominguez-Monge et al., 2010). En los arboles de citricos infectados, no se han
observado sintomas severos de CTV, aun cuando el naranjo agrio es el
portainjerto mas predominante en la regidn, sugiriendo la prevalencia de
aislamientos moderados (Rivas-Valencia et al., 2010; Hernandez-Nava, 2013). El
gobierno federal impulsé en los 90°s una agresiva campafa contra el CTV, misma
que fue suspendida por la extensiva deteccion de CTV pero condicién
asintomatica, aunque se contintia el impulso de viveros certificados y la vigilancia
de dispersidon de Tc. Sin embargo, a pesar de la presencia actual de solo
aislamientos asintomaticos de CTV y su aparente baja prevalencia en México, dos
aspectos sugieren que el CTV se debe integrar a un modelo de vigilancia
direccionado a razas especificas: 1) el establecimiento y dispersiéon de Tc en
México y su actual desplazamiento a nuevas areas citricolas en el territorio
mexicano y 2) un posible cambio en la estructura poblacional de alta prevalencia
de haplotipos moderados a una eventual prevalencia regional de un haplotipo o
aislamiento severo debido a modificaciones en la frecuencia de haplotipos en
regiones con presencia de Tc y por la predominancia de naranjo agrio (uno de los
genotipos mas usado comunmente en los huertos citricolas y también uno de los

mas susceptible a CTV).

El andlisis mediante la comparacion de secuencias de nucleétidos es un
procedimiento adecuado para la diferenciacion de aislamientos de CTV y para la
estimacion de los cambios genéticos (Rubio et al., 2001). Estudios recientes

sugieren que la transmision por afidos puede afectar significativamente la
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estructura poblacional de aislamientos de CTV y puede ser un factor importante en
su evolucion (Moreno et al., 1993; Ballester-Olmos et al., 1993; Albiach-Marti et
al., 2000; Santandreu et al., 2006). Variaciones en patogenicidad, seleccion
negativa, flujo genético y recombinacion de secuencias son factores importantes

asociados con la evolucion del CTV (Martin et al., 2009).

Estudios en México sobre la estructura poblacional del CTV con base en el
gen CP, mostraron la ocurrencia de cambios en la frecuencia de haplotipos, pero
dentro del rango de aislamientos de tipo moderado aun en el escenario epidémico
donde Tc estuvo presente (Rivas-Valencia et al., 2010; Dominguez-Monge et al.,
2014). En otro estudio reciente, se report6 variabilidad genética de CTV antes de
la llegada de Tc a México (Herrera-Isidron et al., 2009). Para México, como en
muchas otras partes del mundo, el CTV continua como un problema latente,
ademas de que aun no se conoce el efecto de la interacciébn con Tc en la
diversidad genética del CTV actual, ni el efecto que puede ocurrir por la
interaccidbn con otros patogenos sistémicos como Candidatus Liberibacter
asiaticus y Xylella fastidiosa subsp. pauca. En este estudio el objetivo fue estudiar
la variabilidad a nivel de la expresion de genes especificos de aislamientos de
CTV provenientes de tres principales zonas citricolas a 15 afios del ingreso de Tc

a México en comparacion con la estructura poblacional antes de su llegada.
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3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Aislamientos de CTV y caracterizacion

Los aislamientos de CTV fueron colectados de tres regiones citricolas
importantes de México entre 2004 y 2015 (Loeza-Kuk, 2003; Rivas-Valencia,
2008; Dominguez-Monge, 2011). Los aislamientos se seleccionaron de un total de
59 secuencias con base en estudios previos de la conformacion polimorfica de la
cadena sencilla de ADN (single-strand conformation polymorphism, SSCP) con el
fin de realizar una caracterizacion molecular muy fina y fueron propagados por
injerto y mantenidos en el invernadero del Colegio de Postgraduados en el Estado
de México. Estos aislamientos fueron caracterizados biolégicamente utilizando
plantas indicadoras inoculadas por injerto. La evaluacién de los sintomas se
realizé en limén mexicano (C. aurantifolia), naranjo agrio (C. aurantium), toronja
“Duncan” (C. paradisi) y naranja dulce (C. sinensis) injertada sobre un patron de
naranjo agrio, como previamente descrito por Garnsey et al., (1991, 2005). Los
ocho aislamientos de CTV estudiados se mantienen en la Estacion Nacional de
Cuarentena, Epidemiologia y saneamiento Vegetal en el Estado de Querétaro,

México.

3.3.2. Extraccion total de ARN

Para la extraccion de ARN, se utilizaron 0.1 g de nervadura central de hojas
de plantas infectadas con CTV, macerandolas con 500 pL de buffer salino (NacCl
1.4M, Tris-HCI 0.1M pH 8.0) siguiendo el protocolo de Harris (2002). Después de

la maceracion, se afiadieron 600 puL de amortiguador CTAB 2% + 0.5% de -
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mercaptoetanol preparado con agua libre de ARNasas, se mezclaron en vortex e
incubaron a 55 °C por 30 min. Después, se afadieron 400 uL de cloroformo:
alcohol isoamilico: fenol 25:24:1, se mezclaron en vortex y centrifugaron a 14 000
rpm por 10 min a 4 °C. De la fase acuosa, se tomaron 500 pL, se transfirieron a un
nuevo tubo de microcentrifuga, se afiadio 1/10 del volumen de acetato de amonio,
un volumen de alcohol isoamilico, y se precipitdé a -20 °C por 10 min. Luego, se
centrifugd a 14 000 rpm por 5 min, se descartd la fase superior, se lavé el pellet
con 1 mL de etanol al 70% preparado con agua libre de ARNasas, y se centrifugd
a 14 000 rpm por 1 min. Después de la centrifugacion, el liquido se eliminé de los
tubos los cuales se secaron a temperatura ambiente y los pellets se suspendieron
en 30 uL de agua libre de ARNasas (Loeza-Kuk et al., 2008). La cantidad y calidad
de ARN se determiné mediante espectrofotometria (Thermo Scientific NanoDrop ™

2000).

3.3.3. Sintesis de ADNc y amplificacion por PCR

Para la técnica de la reverso-transcripcién de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), se utilizaron cuatro pares de oligonucledtidos para
amplificar cuatro regiones diferentes del ARNg del CTV (RdRp, p33, CP y pl3;
Cuadro 1). Para generar el cADN, aproximadamente 200 ng de ARN total fueron
desnaturalizado a 95°C por 5 min. Posteriormente, se adicionaron 1 pL 10uM de
cada uno de los iniciadores, 1 uL de MgCl, 10 mM, 0.4 pL de dNTP’s 10 mM, 0.2

puL de RNaseOUT (40 U) (Invitrogen, Carslbad, CA, USA), y 0.2 pyL de la enzima
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transcriptasa reversa M-MLV (200 U) (Promega, Madison,WI), hasta un volumen

final de 6 pL y se incubo6 a 42°C por 40 min.

Cuadro 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de RT-PCR de cuatro

regiones de ARN gendmico de CTV.

ORF? Gen Secuencia del primer Ubicacion”® Tamafio
del
producto®
RdRp GCGGCTGTTATTGAGAGGTG 9519-9538 1,067

1b GCACATAGAGCGGGCATAGT 10584-10565

ORF 2 p33 AAGCTTATGTTTGCCTTCGCGAG 10861-10877 542
GAATTCATATAAATATAATGGCTAA 11811-11791

ORF 7 CP ATGGACGACGAAACAAAGAAATTG 16116-16139 672
GCTCAACGTGTGTTAA 16774-16787

ORF 9 p13 GACTTAGACACGAAGTGACC 17250-17269 360
CTAAAGTAAGCTCGCATATTG 17721-17741

% ORF, Open Reading.
® Ubicacién de los primers en referencia al ARN genémico del aislamiento T385 de CTV.
¢ Tamario esperado de los productos de RT-PCR.

Los genes especificos de CTV fueron amplificados por PCR del cADN
mediante la combinacion de 2 uL de cADN, 2.5 pL de Buffer 10X, 1.25 pL de
MgCl, 50mM, 0.5 pL de dNTPs 10mM, 0.25 pL de cada uno de los iniciadores
10pM, 0.125 pL de la enzima Taq DNA Polimerasa (1.25 U) (Promega,
Madison,WI) y se completd con agua libre de ARNasas para un volumen final de
25 pL. La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador T100 (BioRad,
Hercules, CA) como sigue: p13: un ciclo a 95°C por 3 min, 40 ciclos a 95°C por 30
S, 48.4°C por 30 s, y 72°C por 30 s; RdRp: un ciclo a 95°C por 3 min, 40 ciclos a
95°C por 30 s, 56.6°C por 30 s, y 72°C por 1.12 min; CP: un ciclo a 95°C por 1

min, 35 ciclos a 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, y 72°C por 1 min; p33: un ciclo a
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95°C por 3 min, 40 ciclos a 95°C por 30 s, 60.4°C por 30 s, y 72°C por 48 s. Al
término de los ciclos se di6é un paso de extension final de 5 min a 72°C en todas
las muestras. Los productos amplificados fueron separados por electroforesis en
geles de agarosa al 1% y observados bajo luz ultravioleta usando un

transiluminador después de ser tefiido con bromuro de etidio.

Los fragmentos amplificados de ADN correspondientes a cada gen de CTV
(RdRp, p33, CP, p13) fueron purificados utilizando el método de perlas de vidrio
GeneClean (Bio 101, Vista, CA) y directamente secuenciados con los

oligonucledtidos especificos a cada gen.

3.3.4. Alineamiento de secuencias y analisis filogenético

Las secuencias fueron ensambladas y editadas usando el programa BioEdit
7.1.0 (Hall, 1990). Los alineamientos multiples de las secuencias de nucleotidos,
distancias genéticas, tasas de sustituciones de nucledtidos y relaciones
filogenéticas se estimaron con el programa MEGA (Andlisis Genético de
Evolucion Molecular) versiéon 6 (Thompson et al., 1994; Tamura et al., 2013). Se
usé el algoritmo Clustal W para calcular las distancias genéticas de los
aislamientos de CTV por el método de Kimura two-parameter (Kimura, 1980). Se
determinaron las tasas de sustituciones sinénimas (ds) y no sinénimas (dy) por el
método de Pamilo y Bianchi (Pamilo y Bianchi, 1993) y Li (Li, 1993). Se estimaron
las relaciones filogenéticas con el método neighbor joining y la confiabilidad de los

grupos se evaluo6 con analisis de bootstrap (1000 repeticiones) (Felsenstein 1985).
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Las secuencias de nucleétidos de los aislamientos mexicanos obtenidos en
este estudio fueron depositados en la base de datos del GenBank bajo los

numeros de acceso: KX029088 a KX029119.

Los numeros de acceso de otras secuencias de nucleétidos usadas en este
estudio son: T36 (U166034) (Karasev et al., 1995; Pappu et al., 1994) y T30
(AF260651) (Albiach-Marti et al., 2000), VT (U56902) (Mawassi et al., 1996), T385
(Y18420) (Vives et al., 1999), SY568 (AF001623) (Yang et al.,, 1999), NUagA
(AB011185) (Suastika et al., 2001), Mex. (DQ272579) (Quiroz et al., 2008), NZ-
M16 (EU857538), NZ-B18 (FJ525436) (Harper et al., 2009), TAM11 (AF342890,
AY652895), NL8 (AF342891, AY652892), VER2-2 (AF342892), QR2753-1
(AF342893, AY652893), BC15-1 (AF342894, AY652899) MichL9A11/9-1
(AF342895), Colima 1997 (AY649491) y Yucatan 2000 (AY649492) (Herrera-

Isidrén et al., 2009).

3.4. RESULTADOS

3.4.1. Caracterizacion biologica de aislamientos de CTV

En los sintomas observados en las plantas indicadoras no hubo diferencias
importantes entre los aislamientos de CTV (Cuadro 2). No se observé clorosis o
picado de tallo en toronja, naranjo agrio o naranja dulce injertada sobre naranjo
agrio. En limén mexicano no se observo tampoco picado de tallo y el acucharado
de hoja fue débil (T1-Yuc, T2-Yuc, T5-Tams, y T7-Ver) o moderado (T3-Yuc, T4-

Ver y T6-Tams). No se observd decaimiento en naranja dulce injertada sobre
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naranjo agrio. Estos resultados indican que todos los aislamientos de CTV

analizados fueron débiles.

Cuadro 2. Origen y caracterizacion biolégica de ocho aislamientos mexicanos de

CTV.
Origen  Aislamientos | . .~ Fechade LM? Tor, NA o ND/NA®
g de CTV muestreo AHP PT® Clor.? pPT®
Yucatan T1-Yuc Ticul 2015 1° 0 0 0
T2-Yuc Muna 2015 1 0 0 0
T3-Yuc Kinchil 2015 2 0
Mnez. de la
Veracruz T4-Ver Torre 2004 2 0 0 0
Mnez. de la
T7-Ver Torre 2004 1 0 0 0
Caz-Ver Cazones 2015 N¢ N N N
Tamaulipas T5-Tams Glemes 2004 1 0 0 0
T6-Tams Guemez 2004 2 0 0 0

% Especies indicadoras: LM, limén mexicano (Citrus aurantifolia); Tor, toronja (Citrus
paradisi); NA, naranjo agrio (Citrus aurantium); ND, naranja dulce (Citrus sinensis).

® AH, acucharado de hoja; PT, picado de tallo; Clor., clorosis.

‘Intensidad de sintomas registrados de 1 a 3 con: 1 débil, 2 moderado y 3 severo.

9N, no caracterizado biol6gicamente.

3.4.2. Relaciones filogenéticas entre aislamientos de CTV

Se realiz6 la comparacion de los aislamientos mexicanos con respecto a
aguellos reportados previamente de otros paises y con antecedentes de expresion
sintomatoldgica: nueve aislamientos tipo severo, T36 (muerte rapida de Florida),
VT (muerte rapida y picado de tallo en toronja de Israel), SY568 (picado de tallo y
amarillamiento de plantulas de California), NUagA (amarillamiento de plantulas de

Japon), Mex (picado de tallo y muerte rapida de México), NZ-M16 (picado de tallo
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débil en naranja dulce de Nueva Zelanda), NZ-B18 (picado de tallo severo y

amarillamiento de plantulas de Nueva Zelanda), TAM11l (aclaramiento de

nervadura, picado de tallo y muerte rapida de México), BC15-1 (aclaramiento de

nervadura y picado de tallo de México) y, ocho aislamientos débiles, T385 (de

Espafia), T30 (de Florida), NL8, VER2-2, QR2753-1, MichL9A11/9-1, Colima 1997

y Yucatan 2000 (de México).

RdRp
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Figura 1. Arboles filogenéticos de las regiones gendémicas RdRp, p33, CP y p13

para 8 aislamientos de CTV. Los éarboles fueron generados en MEGA usando el

método neighbor-joining. En las ramas se muestra el porcentaje de réplicas de los

grupos de aislamientos con la prueba de bootstrap (1000 bootstrap).
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En la Figura 1 se muestran los arboles obtenidos para cada gen. En los arboles de
los genes p33, CP y pl3, la mayoria de los aislamientos mexicanos de CTV se
agruparon en un mismo grupo, excepto el aislamiento Caz-Ver, el cual fue
agrupado con el resto de los aislamientos.

Los aislamientos T1-Yuc, T2-Yuc, T3-Yuc, T4-Ver, T5-Tams, T6-Tamsy T7-
Ver se agruparon con los aislamientos débiles de Florida (T30), de Espafia (T385)
y, con aquellos de México reportados antes de la llegada de Tc (NL8, VER2-2,
QR2753-1, MichL9A11/9-1, Colima 1997 y Yucatan 2000). Este grupo, fue
consistente en las tres regiones analizadas con valores de bootstrap mayores a
99%. El aislamiento Caz-Ver, fue ubicado en diferentes grupos severos. Uno de
estos grupos con un valor de bootstrap del 99%, agrupé a Caz-Ver junto con el
aislamiento TAM11 de México (reportado antes de la llegada de Tc) que causa
aclaramiento de nervadura y picado de tallo severo en limén mexicano injertado

sobre C. macrophylla.

El analisis filogenético del gen RdRp revel6 un éarbol con valores de
bootstrap débiles en las ramas, indicando inconsistencias en el agrupamiento (Fig.

1).

3.4.3. Distancia genética, sustituciones sindnimas y no sinOnimas de
nucleotidos entre aislamientos de CTV
La diversidad de secuencias calculada para el grupo débil fue similar para

las cuatro regiones analizadas en un rango de 0.003 a 0.013. Opuestamente, el
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grupo severo mostré un aumento de la diversidad especialmente hacia el extremo

5" del genoma (Cuadro 3).

Cuadro 3. Promedio de la distancia de nucleétidos entre grupos de aislamientos

de CTV con respecto a diferentes regiones genémicas.

Reglonde  Grupo de D+SE® dy+SE®  ds+SE®  dy/ds’
Presencia de Toxoptera citricida

RdRp Débil 0.013 + 0.007 0.004 + 0.003 0.013 +£0.010 0.307
Severo 0.117 £ 0.020 0.031+0.012 0.532+0.131 0.058
Todo 0.680 + 0.012

p33 Débil 0.012 + 0.003 0.009 +£ 0.003 0.013 +0.006 0.692
Severo 0.148 £ 0.013 0.070+£0.011 0.395 +0.051 0.177
Todo 0.126 + 0.011

CP Débil 0.005 + 0.002 0.001 +0.001 0.010 +0.005 0.100
Severo 0.103 £ 0.017 0.025+0.009 0.281 +0.053 0.088
Todo 0.060 + 0.008

pl3 Débil 0.007 £ 0.003 0.007 £ 0.003 0.002 +0.002 3.500
Severo 0.099 + 0.018 0.129 + 0.026  0.044 + 0.024 2.931
Todo 0.073 £ 0.008

Ausencia de Toxoptera citricida

CP Débil 0.003 + 0.001 0.001 +£+0.001 0.006 + 0.003 0.166
Severo 0.810 £ 0.012 0.025 +0.007 0.220 £ 0.038 0.113
Todo 0.065 + 0.008

pl3 Débil 0.003 + 0.003 0.005 + 0.005 0.000 + 0.000 -
Severo 0.081 +0.013 0.031+0.012 0.026 £0.015 1.192
Todo 0.092 + 0.011

% D, diversidad de nucleétidos (nimero promedio de sustitucién de nucleétidos por sitio
entre pares de secuencias); SE, Error estandar.

® dy, valor de sustituciones no sinénimas por sitios no sinénimos.

¢ ds, valor de sustituciones sinénimas por sitios sinénimos.

¢ dy/ds, tasa promedio entre sustituciones no sinénimas y sinénimas para cada par de
comparaciones. dy, ds, y dy/ds se estimaron por el método Pamilo y Bianchi (Pamilo y
Bianchi, 1993) y Li (Li, 1993).
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Interesantemente, una observacion puede ser enfatizada en los genes CP y
pl3. Las regiones genomicas de CP y p13 con presencia de Tc mostraron baja
diversidad (0.060 y 0.073, respectivamente), similar a aquellas con ausencia de
este vector (0.065 y 0.092, respectivamente), sugiriendo que su presencia no
influyé en un cambio de la diversidad genética del genoma del CTV (Cuadro 3).

Para estimar el grado de presion selectiva sobre cada regién gendémica, se
calcularon las sustituciones sinGnimas y no sinGnimas con presencia y ausencia
de Tc. Se encontraron diferencias entre las tasas de mutaciones no sinénimas (dy)
y de mutaciones sinénimas (ds) en las cuatro regiones analizadas (Cuadro 4). De
acuerdo a Martin et al., (2009), los valores dn/ds pueden ubicarse en cuatro
categorias de seleccién: 1) una seleccion negativa alta (dn/ds<0.1); 2) seleccién
negativa moderada (0.1<d\/ds<0.4); 3) seleccién negativa débil (0.4<dn/ds<1);y 4)
seleccion positiva (dn/ds>1). Se detectd seleccion negativa moderada en las
regiones RdRp y CP del grupo débil; seleccién negativa baja ocurrié en la region
p33, y seleccién positiva en la regién p13 de ambos grupos (presencia y ausencia
de Tc). En general, los valores dy fueron méas bajos que los valores ds (dn/ds<1)
en tres regiones, lo que sugiere que han estado bajo presion de seleccion en el

proceso evolutivo.

3.5. DISCUSION
Se analizé por primera vez la diversidad de diferentes regiones gendmicas
de aislamientos de CTV de México posterior al ingreso de Tc. Las relaciones

filogenéticas ya han sido analizadas en México utilizando regiones gendmicas
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(Herrera-Isidrén et al., 2009) pero de aislamientos colectados antes de la llegada

de este vector.

Para entender la diversidad entre los diferentes aislamientos de CTV de
México, se analizaron cuatro regiones de los extremos opuestos del ARNg; un gen
(RdRp) correspondiente al modulo de replicacién (ORF 1b) y tres genes (p33, CP
y p13) del médulo implicado en el ensamble del virién y del movimiento de célula a

célula.

Después de 15 afios de interactuar con Tc, los analisis filogenéticos
ubicaron a la mayoria de los aislamientos mexicanos de CTV en un mismo grupo.
Los aislamientos con las regiones que mejor discriminaron (p33, CP y pl13)
mostraron que aislamientos de regiones sin Tc y con Tc no se agruparon en
ningun caso en forma independiente. Esto sugiere que el vector puede estar
Gnicamente diseminando aislamientos moderados (Loeza-Kuk, 2008) sin la
putativa seleccion de severos posiblemente porque no existen en el “pool” de
aislamientos regionales (Hernandez-Nava, 2013). Las secuencias de los
aislamientos de CTV pueden ser asignadas a tres genotipos: genotipo T36,
genotipo T30 y genotipo VT (Lépez et al., 1998; Hilf et al., 1999; Ayllén et al.,
2001) y los diferentes genotipos agruparse dentro de un mismo grupo (Hilf et al.
2005; Veladzquez-Monreal et al., 2009). En este sentido, siete aislamientos
mexicanos se agruparon con aislamientos débiles de tipo T30, y uno (Caz-Ver)
con aislamientos severos de tipo T36 que causan aclaramiento de nervadura y
picado de tallo severo en limén mexicano injertado sobre C. macrophylla. Esto
demostré diferencias genéticas, aunque no significativas, entre las poblaciones de
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CTV de aislamientos mexicanos. Sin embargo, en ambos casos
(moderado/severo) fueron similares a las de poblaciones de regiones antes del
arribo de Tc al pais, indicando que no hay un cambio en su estructura a nivel

molecular.

La diversidad de secuencias calculada para el grupo débil fue similar para
las cuatro regiones analizadas. En el grupo severo mostré un aumento de la
diversidad especialmente hacia el extremo 5" del genomal caracteristica ligada al
CTV (Karasev et al. 1995). Las regiones gendmicas de CP y p13 con presencia de
Tc mostraron baja diversidad, similar a aquellas con ausencia de este vector,
sugiriendo que su presencia no influyé en un cambio de la diversidad genética del
genoma del CTV. La mayor homogeneidad se encontré6 con estos genes ya que
generé menor distancia intragrupo, lo que sugiere que estas regiones pueden ser
usadas para estudios de variabilidad. La regiébn que gener6 la menor
homogeneidad intragrupos fue p33 seguido de RdRp, lo que sugiere que no estan
fuerteente asociadas con patogenicidad a pesar que p33 estd asociada con
infeccion (Bergua et al 2014). La p13 es una regién poco conocida en su expresion
génica pero en este trabajo discrimind bien por el tipo de dafio (moderado vs

severo).

El analisis de presion selectiva sobre las diferentes regiones sugiere que
tres regiones examinadas son sometidas a seleccion negativa sugiriendo una
estabilidad natural de los aislamientos estudiados. Esta presion fue moderada en
las regiones RdRp y CP, pero baja en p33. Aunque, los resultados sugieren que el

extremo 3" del genoma fue mas conservado que el extremo 5°, algunas de las
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variantes producidas por mutaciéon deben ser mas facilmente eliminadas en el
extremos 3" del genoma de CTV mediante la presion selectiva encontrada en el

proceso evolutivo de estos aislamientos.

En conclusion, el andlisis de las relaciones filogenéticas y de variacion
genética de un grupo selecto de aislamientos mexicanos de CTV proveniente de
regiones citricolas sin presencia y con presencia de Tc, evidencian que el genoma
de las poblaciones de regiones con Tc tiene la misma divergencia de secuencias
gue aquellas poblaciones sin presencia de Tc reportadas antes del arribo de Tc al
pais (Herrera-Isidron et al. 2009). La baja diversidad genética encontrada entre los
aislamientos de CTV, sugiere la presencia de una estructura poblacional del CTV
con variaciones limitadas dentro de aislamientos con comportamiento moderado,
lo cual ya se habia demostrado a nivel intraparcelario (Loeza-Kuk, 2008; Rivas-
Valencia, 2008). Esta informacion puede ser usada para la vigilancia de
aislamientos especificos o para el analisis recurrente de la estructura poblacional
en regiones especificas del pais con propésito de monitorear riesgos epidémicos o
para el uso de aislamientos moderados prevalentes para posible uso en proteccién

cruzada.
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4.1. RESUMEN
El Citrus tristeza virus (CTV) ha sido el patogeno viral histéricamente mas
destructivo los citricos. La infeccion del CTV normalmente implica una mezcla de
variantes. Una estrategia de manejo eficiente usada en citricos es la proteccion

cruzada mediante aislamientos moderados. Sin embargo, esta estrategia requiere

85



CAPITULO IV

una clara comprension de la estructura poblacional del CTV bajo condiciones de
campo. El objetivo principal del presente estudio fue caracterizar biolégicamente 7
aislamientos mexicanos (Yucatan 3, Veracruz 2 y Tamaulipas 2) representativos
del grupo filogenético moderado con la mayor prevalencia regional (Capitulo 1l1).
Cada aislamiento fue inoculado por medio de injerto (2-3 yemas) en plantas de 12
meses de edad de limén mexicano (C. aurantifolia Swing), naranjo agrio, toronja
“Duncan” (C. paradisi Macfad.) y naranja dulce (C. sinensis) sobre naranjo agrio.
Un total de 84 plantas fueron mantenidas a temperaturas de 18 a 24 °C durante 12
meses en el invernadero de la Estacién Nacional de Cuarentena, Epidemiologia y
Saneamiento Vegetal (ENECUSaV-SENASICA). Todas las plantas fueron
mensualmente evaluadas por seis meses a partir del segundo mes después de la
inoculacién para la deteccion de CTV mediante PCR en tiempo real y para el tipo e
intensidad de sintomas (reduccion del crecimiento, acortamiento de entrenudos,
reduccion de unidades clorofila, amarillamiento, aclaramiento de nervadura,
acucharado de hoja y picado de tallo). T1-Yuc y T2-Yuc 2 no indujeron ningan tipo
de sintoma, excepto un débil acucharado en limén mexicano. Las plantas de
naranjo agrio, naranja dulce sobre naranjo agrio y toronja infectadas con los
aislamientos T7-Ver, T4-Ver y T4-Ver, respectivamente, tuvieron reduccion del
crecimiento de 7.7 cm, 13.9 cm y 6,6 cm (P < 0.05) y también presentaron
acortamiento de entrenudos de hasta 2 cm para naranja dulce sobre agrio con T4-
Ver (P < 0.05). En limOn mexicano T4- Ver y T6-Tams indujeron sintomas de
acucharado de hoja y aclaramiento de nervaduras, pero en todos los casos dentro

de un rango de severidad débil (1) a moderado (2), segun una escala arbitraria de
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0 (sana) a 3. No se observo la presencia de picado de tallo en las diferentes
plantas indicadoras. En ninguna especie indicadora hubo diferencias en la
reduccion de las unidades clorofila medidas con el equipo SPAD 502 plus (P <
0.05). Este estudio soporta la viabilidad de algunos de estos aislamientos,
seleccionados regionalmente, para un programa de proteccién cruzada en México,

en particular en la combinacion naranjo dulce sobre naranjo agrio

Palabras clave: CTV, plantas indicadoras, patogenicidad, sintomas

4.2. INTRODUCCION

El Citrus tristeza virus (CTV) (familia Closteroviridae, género Closterovirus)
es el agente causal de la tristeza de los citricos, histéricamente considerada una
de las enfermedades més destructivas en de los citricos (Moreno et al. 2008). El
CTV, dependiendo de la variante, causa varios sintomas. Aislamientos severos
causan decaimiento rapido (tristeza), picado de tallo (PT) y amarillamiento de
plantulas (AP) (Bar-Joseph et al. 1989). La tristeza puede causar la muerte de la
mayoria de las especies de citricos injertadas sobre el patrén naranjo agrio (Citrus
aurantium L.). El sintoma PT causa acanalado en la madera (xilema) de los tallos,
lo cual retrasa el crecimiento y reduce la produccion en todas las especies de
citricos independientemente del portainjerto. Las caracteristicas de AP es

amarillamiento de hojas y retraso del crecimiento (Moreno et al. 2008).

La caracterizacion de aislamientos del CTV mediante indexado bioldgico se

ha usado como técnica de diagndstico eficaz en citricos (Ballester-Olmos et al.
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1993). Se basa en la utilizacion de plantas indicadoras de especies de citricos, las
cuales reaccionan ante la infeccion del virus expresando una variedad de
sintomas diferenciales (Roistacher, 1991). La planta indicadora recomendada para
estudios biolégicos de CTV es limén mexicano (Citrus aurantifolia Swing), la cual
es altamente sensible para la expresion de los sintomas de CTV. Otras plantas
indicadoras idéneas para evaluar propiedades biolégicas especificas son la
naranja dulce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), naranjo agrio, toronja y la combinacién
de naranja dulce sobre el patrén naranjo agrio. La evaluacion de los sintomas en
las diferentes plantas indicadoras proporciona evidencias sobre la tipologia de los
aislamientos presentes en las distintas regiones (Garnsey et al. 1987; Garnsey et

al. 1991; Roistacher, 1991).

Numerosos meétodos de deteccidbn molecular han sido utilizados para
diferenciar aislamientos de CTV (Herrera-Isidréon et al. 2009; Rivas-Valencia et al.
2010). La regién 3'del genoma del CTV, que incluye el gen de la capside (CP), el
p23 y el pl3, aparentemente se han asociado con patogenicidad (Herrera-Isidréon
et al. 2009; Albiach-Marti et al. 2010; Hancevic et al. 2013). Las relaciones
filogenéticas de variantes de secuencias basadas sobre el gen p23 de un conjunto
de aislamientos de CTV separé claramente grupos débiles de severos (Sambade

et al. 2003).

Debido a la cronicidad de la infeccion de CTV, una planta puede exhibir una
poblacion de variantes. La expresion de sintomas depende de la estructura
poblacional del virus pudiendo variantes moderadas enmascarar el efecto de

aislamientos severos. En México, las variantes prevalentes son de tipo moderado
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con una condicion asintomética. Sin embargo, el rango de variabilidad es bajo con
nula presencia de aislamientos severos, por lo menos para la regién de la
Peninsula de Yucatan (Rivas-Valencia et al. 2010; Dominguez-Monge et al. 2014).
A nivel poblacional se ha demostrado que existe una variabilidad espacio-temporal
en la estructura de secuencias propiciando cambios de prevalencia pero sin un
aparente efecto de variantes de tipo severo aun con la introduccion regional del
afido Toxoptera citricida (Rivas-Valencia et al. 2010), considerado el mas eficiente
vector del virus. Sin embargo, estudios de caracterizacién biolégica de estas
variantes han sido limitadas lo que dificulta el entendimiento epidemiol6gico y

patogénico del CTV bajo las condiciones de México.

Por otro lado, la condicién asintomatica natural del CTV y el interés de
productores por el uso del naranjo agrio como portainjerto por su adaptabilidad a
las condiciones edéficas, climéaticas y tecnologicas de México sugiere la
factibilidad del uso de la proteccion cruzada con aislamientos moderados
altamente prevalentes. El antecedente de la proteccién cruzada a nivel comercial
esta bien documentado en Sudéafrica y Brasil (Van Vuuren et al. 1993; Souza et al.
2002) como estrategia de manejo contra variantes severas de picado de tallo y
tristeza (Powel et al. 2003). En este contexto, el objetivo de este estudio fue
evaluar la diversidad del CTV y el comportamiento patogénico de una seleccion de
aislamientos moderados de alta prevalencia previamente identificados bajo
condiciones de campo (Rivas-Valencia et al. 2010) como base para la seleccién
de aislamientos para uso en proteccion cruzada como una alternativa de manejo

de esta enfermedad en México.
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4.3. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Seleccion de aislamientos de CTV

Los aislamientos incluidos en este estudio se seleccionaron de un acervo
mantenido en el Colegio de Postgraduados con el criterio de su deteccion y
prevalencia en campo obtenido de estudios previos (Rivas-Valencia et al. 2010).
Los aislamientos provinieron de la Peninsula de Yucatan, Veracruz y Tamaulipas

colectados entre 2002-2004 y 2011-215.

4.3.2. Caracterizacion molecular de aislamientos del CTV

Extraccion de RNA. Se realiz6 la extraccion de ARN y RT-PCR para la
amplificacion del gen que codifica la CP del CTV. Se us6 el método del bromuro
de cetil-trimetil amonio (CTAB) para la extracciéon de ARN total de cada muestra
(100 mg de hoja fresca), segun metodologia descrita en Rivas-Valencia et al.

(2010).

RT-PCR. Se realiz6 la RT-PCR usando iniciadores correspondientes al gen
CP. Se agregaron 2uL de ARN a 25uL del volumen final de la mezcla conteniendo
10x PCR buffer, 2.5 mM MgCl,, 200 Mm de dNTP’s, 0.5uL (100ng pL™) de los
iniciadores especificos CPNF 5° ATGGACGACGAAACAAAGAAATTG 3" y CPNR
5 GCTCAACGTGTGTTAA 3" (Narvaez et al. 2000), 20 unidades de RNase OUT
(Invitrogen™), 50 unidades de M-MLV transcriptase reverse (Invitrogen™) y 1.25
unidades de Tag DNA Polymerase (Promega™). La transcripcién inversa se
realizé a 42°C por 40 min y el paso de desnaturalizacion a 95°C por 5 min. El
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programa de amplificacion del ADNc se llevo a cabo con 35 ciclos de 2 min a 94°,
2 min a 55°C y 2 min a 72°C, seguido de un periodo de extension final de 10 min a
72 °C. El producto de la amplificacion (672 pb) se analiz6 en gel de agarosa al 1%

teflido con bromuro de etidio.

4.3.3. Analisis de secuencias

Los fragmentos amplificados (CP) de CTV fueron sometidos a
secuenciacion. Por lo que se purific6 y secuenciéo el producto de RT-PCR
(Macrogen Inc. Korea del Sur) con el par de iniciadores especificos del gen. Las
secuencias obtenidas fueron comparadas con las publicadas en el GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). El alineamiento mdultiple de las secuencias de

los aislamientos de CTV fue realizado con el programa MEGA (Analisis Genético
de Evolucion Molecular) versién 6 (Thompson et al. 1994; Tamura et al. 2011)
utilizando Clustal W. Para construir el arbol filogenético se usé el método
Neighbour-Joining. La topologia del arbol se evalu6é por andlisis de bootstrap con
1000 repeticiones con el programa MEGA (Felsenstein 1985). Las secuencias de
nucledtidos obtenidas en este estudio fueron depositados en el GenBank bajo los
nameros de acceso: KX029088, KX029089, KX029090, KX029091, KX029092,

KX029093, KX029094 y KX029095.

4.3.4. Inoculacion de las plantas indicadoras
Las plantas de limon mexicano, naranjo agrio y toronja fueron germinadas a

partir de semillas en el vivero certificado “Vivero Cazones” ubicado en el municipio
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de Cazones, Veracruz. Cuando las plantas tuvieron un tamafio aproximado de 20
cm, se movilizaron al invernadero de la Estacibn Nacional de Cuarentena,
Epidemiologia y Saneamiento Vegetal (ENECUSaV) de la Direccion General de
Sanidad Vegetal (DGSV) ubicado en Querétaro, en donde fueron mantenidas a
temperaturas de 18 a 24 °C durante 12 meses. Antes de ingresar al invernadero
de la ENECUSaV, las plantas se transfirieron a contenedores de plastico de 3L de
volumen, llenados previamente con una mezcla esterilizada de sustrato (Peat
most®). Las plantas fueron fertilizadas semanalmente y tratadas con insecticida

cuando fuese necesario.

Las inoculaciones con material infectado de CTV se realizaron en Febrero
de 2015 con 2-3 yemas por plantula de acuerdo al Protocolo de diagndstico de la
Organizacion Norteamericana de Proteccion de las Plantas (NAPPO, 2013).
Después de la inoculacién, las plantas se podaron y solo un brote se dej6 crecer.
Se estableci6 un disefio experimental en blogues generalizados con tres
repeticiones donde se inoculé por medio de injerto cada aislamiento (2-3 yemas)
en las plantas indicadoras: limon mexicano, naranjo agrio, toronja y naranjo dulce
sobre naranjo agrio. En cada tratamiento se usé una planta sin inocular como

testigo negativo.

92



CAPITULO IV

4.3.5. PCR en tiempo real para deteccion de CTV
Todas las plantas fueron evaluadas mensualmente a partir del segundo
mes después de la inoculacion para la presencia de CTV utilizando PCR en

tiempo real.

El andlisis de PCR en tiempo real se realizé con el equipo StepOne™ Real-
Time PCR Systems Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA) con
el método de presencia/ausencia, utilizando los iniciadores P25F-23 (5'- AGC RGT
TAA GAG TTC ATC ATT RC - 3'), P25R-20 (5"- TCR GTC CAAAGT TTG TCA GA
- 3’) y la sonda tipo Tagman marcada con FAM (5- CRC CAC GGG YAT AAC
GTA CAC TCG G - 3"). La reaccion consistié en un programa de termociclaje de
95°C 3min, (95°C 5s, 59°C 40s) 40x y 59°C 35s. La deteccion del virus se llevé a
cabo con los valores de Ct’s (ciclo de termociclaje en el cual se rebaso6 el umbral
de fluorescencia estimado automaticamente por el equipo) los cuales se
encontraron por debajo de 35 ciclos. Muestras con Ct’s mayores a 35 ciclos fueron

consideradas negativas segun los estandares del equipo.

4.3.6. Evaluacion de sintomas

En cada planta indicadora, se monitore6 mensualmente por seis meses la
presencia e intensidad de sintomas (amarillamiento, aclaramiento de la nervadura
y acucharado de hoja) utilizando una escala arbitraria de 0 a 3, basada en la
evaluacion visual de la intensidad de los sintomas, en donde O significa la
ausencia de sintomas, 1 la presencia de sintomas débiles, 2 moderados, y 3

severos (Hancevic et al. 2013). Se dej6 crecer un brote lateral en el cual se
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realizaron las mediciones y los demas fueron podados de acuerdo a la
metodologia descrita por Hancevic et al. (2013). Se examind la presencia de
picado de tallo a los seis meses después de la inoculacion en el brote lateral. Se
evaluo el crecimiento mediante el promedio mensual del alargamiento del brote, la
distancia internodal a través del promedio de los cambios mensuales en la longitud
del brote dividido por el nimero de entrenudos, y la cantidad relativa de clorofila
mediante la absorbancia de la hoja en dos regiones de longitud de onda con el

equipo SPAD 502 plus.

Los datos obtenidos de las evaluaciones de los sintomas se compararon
para cada aislamiento de CTV mediante ANOVA (P < 0.05; usando la prueba de
Tukey). El analisis estadistico se realizé con el programa estadistico “R-package”

(R Development Core Team, 2009).

4.4, RESULTADOS

4.4.1. Caracterizacion molecular de aislamientos de CTV

Los resultados de RT-PCR confirmaron la presencia de CTV en todas las
plantas usadas como fuente de inoculo. Todos los aislamientos tuvieron una
estructura poblacional consistente en una variante de secuencia predominante
(haplotipo) cuya frecuencia fue de 100%. El analisis filogenético de las secuencias
mexicanas mostré una clara categorizacién de variantes de CP en tres grupos
bien definidos (Fig. 1). Un solo grupo (1) correspondiente a aislamientos

moderados asintomaticos de la Peninsula de Yucatan, Veracruz y Tamaulipas,
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mientras que los grupos 2 y 3 correspondieron a aislamientos severos
sintomaticos tomados del GenBank. Las ramificaciones de los grupos fueron

soportadas por valores de bootstrap altos (Fig. 1).

Mx-QR2753-1 AF342893 con Tc
Mx-Yucatan 2000 AYE49492 sin Tc
Mx-Colima 1997 AYE49491 sin Te
Mx-MLE AF342831 sin Tc
Mx-MichL3A11/9-1 AF342895 sin Tc
T30 (USA) AFZB0851
Mx-VERZ2-2 AF3428592 sin Tc
Mx-T5-Tams KX029092 con Te

100

Mx-T1-Yuc KX023088 con Tc

Mx-T2-Yuc KX029089 con Te

Mx-T4-Ver KX023091 con Te

Mx-T7-Ver KX023094 con Tc

Mx-TE-Tams KX023093 con Te
T385 (Espana) Y 18420

Mx-T3-Yuc KX0253090 con Tc

83 ——— NZM16 (Nuswa Zelanda) EUS5T528
L T (lsrsel) USEO2

08 NUagh [Japon) ABD11185
a0 SYEEE (USA) AFDD1623

Mx-BC15-1 AF342894 <in Te

o9 Mx-Caz-Ver KX023095 con Te
| Mx-TAM11 AF342890 sin Te

[ Mx-DQ272579 sin Te
100 ————— T38 (USA) L1304

Figura 1. Arbol filogenético de la region genémica CP para 8 aislamientos de CTV.
Los arboles fueron generados en MEGA usando el método neighbor-joining. En
las ramas se muestra el porcentaje de réplicas de los grupos de aislamientos con

la prueba de bootstrap (1000 bootstrap).
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4.4.2. Caracterizaciéon biolégica de aislamientos de CTV

Para asociar los aislamientos de CTV con sintomas especificos, en cada
asilamiento se describié la actividad biologica individual. Para ello, los valores
promedio del crecimiento de los brotes, de la longitud intermodal y del contenido
de clorofila se clasificaron con base en las diferencias observadas entre las

plantas testigo y las plantas inoculadas.

Veinte dias después de la inoculacion, las plantulas comenzaron a producir
nuevos brotes. El crecimiento vegetativo de todas las plantas inoculadas continué

su crecimiento durante todo el periodo de evaluacion (Abril 2015 a Febrero 2016).

Cuadro 1. Deteccion de copias de ARN gendémico en hoja de plantas indicadoras
infectadas con los diferentes aislamientos de CTV por PCR en tiempo real usando

el método de presencia/ausencia.

Aislamiento de CTV Ct+D.E? CV%®
Testigo 38.44 +1.05 0.03
T1-Yuc 25.47 + 4.78 0.19
T2-Yuc 26.94 + 6.47 0.24
T3-Yuc 23.33+1.90 0.08
T4-Ver 22.19 +1.09 0.05
T5-Tams 24.15 +2.19 0.09
T6-Tams 26.98 + 6.30 0.23
T7-Ver 31.81+4.57 0.14

& Ciclo umbral de deteccion promedio (Ct) y desviaciéon estandar (D.E.) obtenido de las
diferentes plantas indicadoras.

P Coeficiente de variacién (CV%) entre las plantas indicadoras.

Los resultados de PCR en tiempo real confirmaron la presencia del virus en

todas las plantas indicadoras infectadas con los distintos aislamientos de CTV
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(Cuadro 1). En el ciclo umbral de deteccion (Ct) de cada aislamiento se observo
diferencias en la fluorescencia registrada por el aparato que correspondio a
diferencias en concentracion. El testigo sin inocular, presentd niveles de Ct
siempre por arriba de 37 ciclos considerado negativo segun los estandares del

equipo (Cuadro 1).

4.4.3. Crecimiento, distancia internodal y contenido de clorofila.

Se observaron diferencias (P < 0.05) en el crecimiento de los brotes
(Cuadro 3) y en la longitud intermodal (Cuadro 4) entre las plantas testigo (no
inoculadas) y las inoculadas con los aislamientos de CTV. Mientras que en la

reduccion de unidades clorofila (Cuadro 2), no hubo diferencias (P < 0.05).

Cuadro 2. Contenido de clorofila (unidad SPAD) de plantas indicadoras

inoculadas con aislamientos moderados de CTV pertenecientes a un grupo

filogenético.
Aislamiento Limo6n Naranjo N. dulce / Toronja
mexicano agrio N. agrio

Control 63.67 a 42.72 a 73.45a 54.63 a
T1 58.47 a 46.81 a 63.78 a 54.61 a
T2 63.16 a 51.37a 72.58 a 59.16 a
T3 62.35a 55.36 a 67.84 a 56.18 a
T4 68.60 a 56.07 a 67.00 a 52.03 a
T5 63.33 a 52.63 a 75.85 a 52.78 a
T6 61.08 a 47.93 a 75.35a 53.04 a
T7 62.55 a 57.11a 64.43 a 57.26 a

a — Prueba de Tukey con nivel de significancia de P < 0.05. Letras diferentes indican
valores estadisticamente diferentes en el contenido de clorofila entre las plantas

indicadoras del mismo genotipo inoculadas con los aislamientos del grupo 1.
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La toronja mostré reduccion del crecimiento con la mayoria de los
aislamientos evaluados, calculado a partir del valor promedio estadisticamente
diferente en relacion al testigo (Cuadro 3). Los aislamientos T4-Ver y T7-Ver
causaron reduccion de crecimiento en dos especies, T1-Yuc y T5-Tams no
causaron reduccion de crecimiento y el resto de los aislamientos solo afectaron el

crecimiento en una de las especies evaluadas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Longitud promedio del brote (cm) de plantas indicadoras inoculadas

con aislamientos moderados de CTV pertenecientes a un grupo filogenético.

Aislamiento Limén Naranjo Naranja dulce / Toronja
mexicano agrio Naranjo agrio

Testigo 9.88 abc 13.58 ab 20.02 bc 10.44 ab
Tl 53c 15.46 a 17.23 cd 8.55 bcd
T2 7.71 abc 13.19 abc 18.2 cd 7.96 cd
T3 12.62 ab 9.80 cd 23.57 ab 9.94 abc
T4 7.51 bc 13.53 abc 13.9d 6.62d
T5 9.32 abc 13.45 abc 20.54 bc 1146a
T6 8.64 abc 10.22 bed 19.08 bc 8.12cd
T7 11.68 abc 7.7d 19.06 bc 6.64 d

a, b, ¢, d — Prueba de Tukey con nivel de significancia de P < 0.05. Letras diferentes
indican valores estadisticamente diferentes en el crecimiento del brote entre las plantas

indicadoras del mismo genotipo inoculadas con los aislamientos del grupo 1.

La reaccion de acortamiento de entrenudos se observo en los aislamientos
T7-Ver (en naranjo agrio), T1-Yuc y T4-Ver (en naranja dulce/naranjo agrio) y T6-
Tams (en toronja), los cuales tuvieron un impacto significativo en la longitud
promedio de estas especies evaluadas, mientras que limén mexicano no fue

afectado (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Longitud promedio internodal (cm) de plantas indicadoras inoculadas

con aislamientos moderados de CTV pertenecientes a un grupo filogenético.

Aislamiento Limén Naranjo N. dulce / Toronja
mexicano agrio N. agrio

Control 1.04b 1.77 bc 2.65a 151 ab
T1 1.08 ab 1.90 abc 2.31 bc 1.32 bc
T2 1.07 ab 221a 2.43 ab 1.59 ab
T3 1.28a 1.68 bc 2.5ab 1.54 ab
T4 0.93b 1.62 bc 1.98¢c 1.65a
T5 1.25a 1.67 bc 2.44 ab 1.54 ab
T6 1.12 ab 1.91ab 2.54 ab 1.17c
T7 1.30a 1.25d 2.41 ab 1.47 abc

a, b, ¢, d — Prueba de Tukey con nivel de significancia de P < 0.05. Letras diferentes
indican valores estadisticamente diferentes en la distancia internodadal entre las plantas
indicadoras del mismo genotipo inoculadas con los aislamientos del grupo 1.

4.4.4. Sintomas de acucharado de hoja, aclaramiento de nervaduras,
amarillamiento y picado de tallo.

Los sintomas de acucharado de hoja en limén mexicano fueron observados
durante todo el periodo experimental (12 meses). Los sintomas resultaron ser
poco variables con respecto a la intensidad de reaccion en los aislamientos

evaluados (Fig. 2).

Los sintomas de aclaramiento de nervadura en limén mexicano aparecieron
unos cinco meses después de la inoculacion (datos no mostrados). La presencia
de sintomas de aclaramiento de nervaduras en las plantas de limon mexicano tuvo
una correlacion positiva (0.60) con la presencia de sintomas de acucharado de
hoja de acuerdo al aislamiento de CTV (Fig. 2). La reaccion promedio mayor de
ambos sintomas se presento en las plantas inoculadas con los aislamientos T4-

Very T6-Tams.
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Figura 2. Valores promedio de sintomas de acucharado de hoja (A) y
aclaramiento de nervadura (B) en plantas de limén mexicano sin inocular (Testigo)
e inoculadas con siete aislamientos de CTV moderados del grupo filogenético G1.
a, b, c - Prueba de Tukey con nivel de significancia de P < 0.05. Letras diferentes
son estadisticamente diferentes en sintomas observados entre plantas testigo e

inoculadas.

Los sintomas foliares (amarillamiento) sobre las otras plantas indicadoras
aparecieron al final del experimento. El aislamiento T1-Yuc tuvo un efecto en la
aparicion de sintomas de amarillamiento en plantas de toronja, asi como T2-Yuc

en la combinacion de naranja dulce sobre naranjo agrio.
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La presencia de PT se evaluod visualmente siete 7 meses después de la
inoculacién en los brotes laterales dejados en cada planta. Ninguno de los

aislamientos evaluados produjo PT en las plantas indicadoras.

4.5. DISCUSION

Previamente la caracterizacion molecular de aislamientos mexicanos indico
que son de tipo moderado y asintomaticos (Rivas-Valencia et al. 2010;
Dominguez-Monge et al. 2014). Sin embargo, en el caso de CTV es comuln
encontrar multiples genotipos infectando un solo individuo (Rubio et al. 2001;
Weng et al. 2007, Veldzquez-Monreal et al. 2009). Basandose en las secuencias
del CP, aislamientos mexicanos fueron inoculados en un conjunto de plantas
indicadoras (limén mexicano, naranjo agrio, naranja dulce sobre patron naranjo
agrio y toronja), bajo las mismas condiciones ambientales, con la finalidad de
monitorear diferencias en sintomas y determinar cualquier variabilidad en las
caracteristicas biologicas de los aislamientos (Hancevic et al. 2013). La utilizacién
de aislamientos virales en proteccién cruzada requiere garantizar que dicho
aislamiento esté libre de variantes severas. En el caso de CTV esto se evalla con

las plantas indicadoras.

Primeramente para separar los aislamientos de CTV débiles y severos, se
utilizaron los cambios generados en las plantas inoculadas de limon mexicano
catalogadas como especie idonea. La evaluacion de las plantas consistio en la

presencia de sintomas de aclaramiento de nervadura, acucharado de hoja, picado
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de tallo y cambios en su crecimiento. En base a la intensidad de reaccion de los
sintomas observados, se determind el tipo de aislamiento de CTV evaluado

(Roistacher, 1991; Garnsey et al. 2005).

La presencia de picado de tallo se evalu6 también en tallos de naranjo agrio
y en plantas de toronja. Adicionalmente, las plantas de toronja se usaron como un
indicador de AP en caso de presentarse reduccion en el crecimiento, acortamiento
intermodal, reduccion de clorofila y/o clorosis (McClean, 1960; Garnsey et al.

2005).

Las plantas de naranjo agrio se utilizaron principalmente para detectar el
sindrome AP el cual es inducido por algunos aislamientos de CTV (Roistacher,
1991; Garnsey et al. 2005). Cambios en la reduccion del crecimiento, acortamiento
de entrenudos, reduccion de los niveles de clorofila y clorosis, indican la presencia
y severidad de AP (Roistacher, 1991). Esta reportado que el sindrome AP
altamente severo puede retrasar completamente el crecimiento de las plantas de
naranjo agrio y causar clorosis y reduccién de la superficie de las hojas (Suastika

et al. 2001).

Las plantas de naranja dulce injertadas sobre naranjo agrio como
portainjerto, una combinacion altamente prevalente en casi la totalidad de los
huertos de citricos en México, se utilizé para evaluar la capacidad de los
aislamientos de inducir retraso en el crecimiento, acortamiento de entrenudos,

reduccion en la clorofila y clorosis que de manera indirecta indiquen algin dafio
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inducido por el CTV al obstruir el floema en la union del injerto el cual esta

asociado con el sindrome tipico de tristeza (Schneider, 1959).

De manera general, las plantas de naranjo agrio, naranja dulce sobre
naranjo agrio y toronja infectadas con los aislamientos T7-Ver, T4-Ver y T6-Tams,
respectivamente, tuvieron reduccion del crecimiento (Cuadro 3) y también
presentaron acortamiento de entrenudos (Cuadro 4). En ninguna especie
indicadora hubo diferencias en la reduccion de las unidades clorofila (Cuadro 2).
No se observd la presencia de picado de tallo en las diferentes plantas
indicadoras. Sintomas de aclaramiento de nervaduras de los tratamientos T1-Yuc
y T2-Yuc fueron ausentes incluso en limén mexicano (Fig. 2). Estudios
anteriormente reportados, en donde analizaron las caracteristicas biolégicas de
aislamientos (T30 y T385) pertenecientes al genotipo T30 catalogado de tipo
moderado, reportan la presencia de sintomas débiles (Ayllon et al. 2001; Garnsey
et al. 2005; Hilf et al. 2005; Hancevic et al. 2013), asi como en el presente estudio.
Asi mismo, otras caracteristicas biol6gicas evaluadas dentro del genotipo de tipo
T30, reportan reduccién del crecimiento de plantas de naranjo agrio, naranja dulce
sobre naranjo agrio y toronja (Hnacevic et al. 2013), lo cual coincide con los
resultados obtenidos. Ninguno de los aislamientos evaluados en este estudio
presentaron sintomas de tristeza o picado de tallo. Sin embargo, la intensidad de
reaccion de algunos sintomas observados en los tratamientos T3-Yuc, T4-Ver, T6-
Tams y T7-Ver (Fig. 2) sugiere su asociacién con aislamientos que inducen el

sindrome de AP.
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Este estudio representa el primer intento de analizar la caracterizacion
biol6gica completa de aislamientos de CTV en México. La evaluacion de los sietes
aislamientos de CTV, previamente obtenidos de campo, mostraron baja
patogenicidad al presentar el desarrollo de sintomas débiles como en los
aislamientos T1-Yuc, T2-Yuc, T3-Yuc y T5-Tams comparado con T4-Ver, T6-Tams
y T7-Ver que mostraron reacciones moderas, los cuales podrian ser asociados

con el sindrome AP.

Considerando la estructura poblacional sencilla y la deteccién de un solo
genotipo en Meéxico, estos resultados pueden contribuir significativamente al
entendimiento de la variabilidad en las poblaciones de CTV, e incluso pueden
influir en el manejo contra el CTV. Por lo tanto, este estudio proporcionara las

bases para el establecimiento de un programa de proteccién cruzada en México.
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5.1. RESUMEN

La enfermedad conocida como tristeza es una de las mas importantes en el
cultivo de los citricos debido a las epidemias que ha causado a nivel mundial. En
México, se considera un problema latente, que bajo situaciones extremas podria
causar dafios severos a la citricultura. Por tal razon, de las variantes de secuencia
obtenidas de los 168 aislamientos (Capitulo IllI), los cuales conformaron 5
haplotipos, se desarroll6 un modelo para simular la aparicion de nuevos haplotipos
de CTV para la Peninsula de Yucatan, region endémica con Tc. El modelo se
complementé con datos de 18 huertas (16 Yucatan y 2 Campeche) con

antecedentes de la enfermedad usando variables del sistema epidemiolégico (%
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de incidencia, edad de huerto, superficie, densidad de plantacion, brotes maduros
y tiernos, infestacion del vector, tipo de riego y temperatura minima en meses de
brotacion vegetativa). La prediccion del modelo fue obtenida a través de la
examinacion del coeficiente de correlacion de Pearson y por regresion maltiple con
el método de Ridge. La seleccion del modelo fue basada en la proporcion de
varianza explicada, graficos de residuos y del factor de inflacién de varianza. El
modelo (R?=0.94) fue adaptado en MS-Excel al método de simulacién Monte Carlo
con 5000 iteraciones. En una proyeccion de 10 afios se estimd un total de 11
haplotipos de CTV en el rango de moderados, 6 adicionales a los actualmente
presentes en la Peninsula de Yucatan. Estos resultados sugieren una aparente
estabilidad de estructura poblacional del CTV en México y el reducido efecto de
Tc.

Palabras clave: CTV, epidemiologia, modelaje, regresion ridge.

111



CAPITULOV

5.2. INTRODUCCION

El Citrus tristeza virus (CTV) (familia Closteroviridae, género Closterovirus)
es el agente causal de la tristeza de los citricos, considerada una de las
enfermedades mas destructivas en el cultivo de los citricos (Bar-Joseph et al.
1989). ElI CTV ha sido responsable de la muerte de mas de 100 millones de
arboles durante el siglo pasado (Moreno et al. 2008). Su genoma es monopatrtita,
constituido de una cadena simple de RNA de sentido positivo de
aproximadamente 19.3 kb de longitud (Karasev et al. 1995).

Recientemente, en el estado de Campeche se ha detectado y caracterizado
molecularmente aislamientos de CTV que indican la presencia de variantes de tipo
severo en vector, pero esencialmente, ha predominado la deteccion de
aislamientos de tipo T30 ampliamente distribuido en los estados con produccién
citricola y con arboles positivos de la Peninsula de Yucatan (Hernandez-Nava et
al. 2013). El aislamiento T30 es catalogado como de tipo moderado, pues no
induce sintomas en limon mexicano (Citrus aurantifolia) durante la caracterizacion
bioldgica.

Estudios actuales sobre la estructura poblacional del CTV en el sistema
planta-vector muestran la ocurrencia de cambios estructurales de frecuencia de
haplotipos, pero dentro del espectro de aislamientos de tipo moderado aun en el
escenario epidémico donde Toxoptera citricida (Tc) esta presente (Dominguez-
Monge et al, 2014a, Rivas-Valencia et al, 2010). El conocimiento de la
composicién poblacional y la deteccion de haplotipos de CTV, resulta

indispensable debido a que puede derivar en el disefio de estrategias de manejo
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de la enfermedad, tal es el caso de, inducir una proteccion cruzada artificial
mediante el empleo de aislamientos de alta prevalencia regional (Folimonova,
2013; Souza et al. 2002; Van Vuuren et al. 1993). Sin embargo, estos estudios
requieren de varios afios de evaluacion en campo. En ese contexto, el uso de
modelos y estudios de simulacion pueden ayudar al entendimiento de los
problemas fitosanitarios (Campbell & Madden, 1990). Para esto, se caracterizé
molecularmente aislamientos provenientes de arboles positivos en campo y se
amplificé la region p25 del genoma del CTV para los andlisis de secuencias. Esta
metodologia se usé para la deteccion de los haplotipos en campo (Dominguez-
Monge et al. 2014), los cuales fueron usados para los estudios de simulacién de
haplotipos. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue desarrollar un modelo de
prediccion de haplotipos del virus de la tristeza de los citricos basado en variables
del sistema epidemioldgico (vector, virus, manejo, clima, etc.) en la Peninsula de

Yucatan.

5.3. MATERIALES Y METODOS

5.3.1. Andlisis de datos

Para estimar los haplotipos del virus de la tristeza de los citricos se
seleccionaron 18 huertas mediante criterios ponderativos para muestreos
restrictivos a focos de la enfermedad en la Peninsula de Yucatan. La matriz de
datos seleccionada constd de 12 variables las cuales fueron medidas en los

huertos con reportes historicos de la enfermedad (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Matriz multivariada de 18 huertos seleccionados considerando

variables de los subsistemas del sistema epidemiologico.

Mpio. NoHapl  Inc.  Arb. Alt.  Edad Sup. Dens. B.mad. B. Infes Rieg Tmin
otipos Enf. Plant. tiernos ~ Vector

Champ. 2 3.78 6 15 3 1 2 89.96 18.36 30.3 0 14.67
Kinchil 2 0.36 1 2 1 2 2 89.93 10.13  47.73 4 15.63
Kinchil 3 1.26 9 10 1 3 4 83.66 1045  47.73 4 15.63
Kinchil 3 0.25 3 10 1 5 4 61.75 1156  47.73 4 15.63
Kinchil 2 0.13 1 3 3 4 51.19 8 26.69 4 15.63
Samabhil 1 0.36 1 1 2 2 73.31 0.63 36.21 4 15.49
Samabhil 1 0.14 1 1 3 4 7151 1053 2493 4 15.47
Samabhil 3 0.24 2 13 1 4 4 64.76 13.81 2289 4 15.46
Dzan 2 0.28 2 30 1 3 4 40.94 9.31 71.19 2 12.59
Dzan 2 0.36 1 30 1 2 2 64.81 9.31 30.39 0 12.48
Dzan 2 0.49 2 34 3 2 4 54.94 3.38 26.52 4 12.44
Dzan 2 0.19 1 34 1 3 3 50.94 20.75  26.52 2 12.44
Dzan 2 231 11 34 1 3 2 62.5 3331 1911 2 12.35
Ticul 1 0.19 1 28 1 3 3 62.13 25.56 25.7 4 12.3

Ticul 2 1.08 3 30 1 2 2 67.61 7.63 27.06 4 12.3

Ticul 2 0.12 1 35 1 4 4 62.31 9.13 27.06 3 12.3

Muna 1 0.18 1 25 3 4 2 71.81 18.13 6.9 1 13.91
Muna 1 0.21 1 25 1 3 2 68.19 2144  48.32 1 13.85

5.3.2. Andlisis de Correlacion de Pearson

Se calcul6 el coeficiente de correlacion para medir la intensidad y forma de
la asociacion entre las variables (x,y).

Cov (x,y)

Coeficiente de correlacion =
/ SxSy

El valor que puede asumir el Coeficiente de correlacion (ry) se encuentra
entre -1 y 1. A medida que ry Se aproxima a 1 o a -1 existe mayor evidencia de
qgue el modelo de regresion, la variable x contribuye de manera significativa a

explicar a la variable y (Infante & Zarate 1990).
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5.3.3. Estimacion de parametros con el método de Minimos Cuadrados

Ordinarios

Se estimaron los parametros Bo Y f1, lo que equivale a estimar la recta de
regresion (Montgomery et al., 2006). Por otra parte, consiste en encontrar la
relacion de una variable dependiente con un conjunto de variables independientes.
Formalmente, dado un conjunto de datos (x; yi), parai=1, ... ,n , donde xieRry
yi es el valor de salida correspondiente al vector x;, dada una funcion f(xi B), se

requiere encontrar el vector de parametros B, tal que:

Y= f (xi,f) parai=1,..,n
XieRr-1 BeRr

Donde:
p: Numero de pardmetros del modelo

Y donde, Y; se lee fijando el valor de X;. En general, la expresion anterior es
una aproximacion, debido a la variabilidad de los datos del mundo real, una
infinidad de factores que se reflejan de cada dato y la incertidumbre de muchas

mediciones.

El Método de Minimos Cuadrados consiste en encontrar los estimadores de
Bo y B1, tales que minimicen la suma de cuadrados del error, la cual tiene por

expresion:

r=Ey|p =EXB+¢& =XpB
SCE=¢e= (y-m)'(y-w
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Los elementos del vector u estan dados por:

pi= Lo+ Pixi+ -+ Pp-1xp-1,i=1,..,n

En forma vectorial los parametros quedan,

x,_;(), _1“) =0 Jj = 0;1123 wa P

El sistema de p ecuaciones nos queda,

X'XB=X'y

Los valores de B que minimizan la SCE viene dada por:

B= (XX)-1X'y

B es el vector que contiene los estimadores de minimos cuadrados de los

pardmetros, ademas son insesgados, es decir:

E[B]=EIX'X)'X'y]

E[B ]| = X'X)"'X'E[y]

E[B |=XX)'X'XB
EBl=18=8

5.3.4. Ajuste del modelo de regresion lineal multiple

Para las predicciones de los modelos se utilizo el paquete “car”, el cual es
usado para hacer regresion aplicada en el programa estadistico “R-package” (R

Development Core Team, 2009).

116



CAPITULOV

Se usoO el conjunto de datos del Cuatro 1 que tiene informacién de los
subsistemas del sistema epidemiolégico. Los huertos fueron evaluados para las
variables: Numeros de haplotipos, Incidencia, Edad, Superficie, Densidad de

Plantacion, Brotes tiernos, Infestacion del Vector, Riego y Temperatura minima.

Para el ajuste de los modelos de regresion, se elaboraron 5 modelos a
través de las variables obtenidas de la matriz multivariada presentada

anteriormente (Cuadro 2).

5.3.5. Andlisis de varianza

Conjuntamente, se realiz6 un andlisis de varianza para conocer si los
parametros tienen un efecto significativo para la estimacién del numero de

haplotipos del virus (Castillo, 2006).

Cuadro 2. Ecuaciones de regresion de los modelos lineales.

Modelo Ecuacion del modelo

Modelo 1 y= Bo+ B1X1+ B2Xz + BaXz+ BaXs+ BsXs+ BeXe + BrX7+ BsXs + PoXg + €
Modelo 2 y=Bo+ P1Xy+ BoXo+ BaXs+ PaXyt €

Modelo 3 y=Bo+ BiX1+ BaXz+ BaXs+ BrX7+ BeXg + BoXo + €

Modelo 4 y= Bo+ BiX1+ BoXz+ BaXs+ BaXs+ BeXs+ BrX7 + €

Modelo 5 Y= Bot BiXi+ BaXs+ BrX7+ €

5.3.6. Andlisis de residuos

Adicionalmente, se realizé6 un andlisis de residuos para ver que se
cumpliera con los supuestos de normalidad y de varianza homocedastica. Para lo

cual, se solicitaron gréficos de residuos (Castillo, 2006).
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5.3.7. Deteccion de multicolinealidad

Para detectar multicolinealidad en los datos se utilizé el Factor de Inflacion
de Varianza (VIF) (Draper & Smith, 1981; Freud & Littell, 1985). El procedimiento

para calcular los VIF se muestra a continuacion:

a) Se ajusto el modelo de regresion lineal multiple con NoHaplotipos como
variable dependiente y el resto de las covariables como explicatorias.

b) Se calcul6 el VIF asociado a la variable con la siguiente ecuacion:

1
1-R2j

VIF =

c) La regla de decision fue, si VIF > 5, entonces existen problemas de

multicolinealidad.

5.3.8. Estimacion de Parametros con Regresiéon Ridge

La Regresion Ridge busca estimar nuevos parametros del modelo
minimizando la varianza de los mismos (Faraway, 2009); los estimadores Ridge a
diferencia de los estimadores por minimos cuadrados son sesgados. La Regresion
Ridge es la que presenta mayor regularidad en el proceso de estimacion y debido
a esto es mas atractivo su uso. Suponiendo que se puede determinar un
estimador sesgado de g denotado por Br (Estimador Ridge), que tenga menor
varianza que el estimador insesgado g. El error cuadratico medio del estimador Br

se denota:
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ECM(Bg) = Var(By) + [E(Bg) — B

es decir
ECM(ﬁR) = Var(ﬁR) + (sesgo de Bg)?

El Error Cuadratico Medio (ECM) no es mas que la distancia esperada, de
Pr a B, elevada al cuadrado. Notese que si se permite una pequefia cantidad de
sesgo en g, la varianza de fr se puede hacer pequefa, de tal modo que el error

cuadratico medio de Sz sea menor que la varianza del estimador insesgado .
Denotamos al estimador de Minimos Cuadrados en forma matricial.
B=XX)"'Xy

Se han desarrollado varios procedimientos para obtener estimadores
sesgados de coeficientes de regresion. Uno de esos procedimientos es la
Regresion Ridge (o de la cresta), propuesta originalmente por Hoerl y Kennard
(1960). En forma especifica, el estimador de ridge Bz se define como la solucién
de:

(X'X + kI) Br=X'y

Qué es:

Br= X'X + kD)~ X'y

Dénde k es una constante positiva, notese que cuando k=0 el Estimador

Ridge es igual al Estimador por Minimos Cuadrados.
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5.3.9. Simulacion Monte Carlo en MS Excel

A través de la integracidén de la matriz multivariada generada, se integré en
MS Excel 2010, un modelo de simulacién de haplotipos a nivel regional basado en
el sistema de simulacion Monte Carlo (N=5000) (Wittwer, 2004), el cual se nombré

CTV-H@plotipe v1.0.

CTV-H@plotipe v1.0 se desarroll6 como un sistema dinamico interactivo de
variables de los subsistemas del sistema epidemiolégico para la simulacion del

namero de haplotipos de CTV en el cultivo de citricos.

5.3.9.1. Parametros Epidemioldgicos

Los parametros epidemiologicos empleados para realizar las simulaciones

Monte Carlo (MC) fueron los siguientes:

e Incidencia de la enfermedad (%) (IAr)
e Infestacion del vector (%) (IVe)

e Edad de la plantacion (Ed)

e Densidad de plantacion (m2) (Dp)

e Superficie de la parcela (ha) (Ss)

e Brotes maduros (No.) (Bm)

e Brotes tiernos (no.) (Bt)

e Tipo de riego (TRi)

e Temperatura minima (°C) (Tmin)
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5.3.9.2. Simulacién Monte Carlo

Los parametros epidemioldgicos de estimacion para la region se adaptaron
en MS-Excel para realizar 5000 simulaciones estadisticas por el método Monte

Carlo.

La férmula general empleada para la simulacion MC se define a

continuacion:

NoHap= Lo + L1X1 + 2Xz + B3Xz + PaXs + L5X5 + P6Xs + X7 + PsXs + foXo + &

Donde:

NoHap= Numero de haplotipos

Loy Bi = Pardmetros de la regresion
X; = Covariables del modelo

& =Error

Las 5000 simulaciones se realizaron mediante nUmeros aleatorios de los
parametros |Ar, IVe, Ed, Dp, Ss, Bm, Bt, TRiy Tmin y se calcularon con base en
los intervalos de confianza (ax=5%) de cada variable derivados del procedimiento

INTERVALO.CONFIANZA en Excel.

5.3.9.3. Representacion grafica de la simulacién MC

Las 5000 simulaciones realizadas a través del modelo MC para la
estimacion del Numero de Haplotipos se graficaron por medio de histogramas de
frecuencias para determinar la forma de distribucion de los datos. El procedimiento

utilizado fue a través de la siguiente funcion de MS Excel:
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Freq = Frecuencia(Datos, grupo)
Donde:
Datos = 5000 simulaciones

Grupo = clases

Para fines representativos, el nimero de clases empleado fue el nUmero
minimo del conjunto de datos. Las clases se determinaron a través de la siguiente
férmula:

Clase 0 = Min(datos)

Min(datos) — Max(datos)
Clases = N + Clase 0

Donde:

Min =funcién de Excel para determinar el valor minimo
Max =funcion de Excel para determinar el valor maximo
Datos =5000 simulaciones

N =numero deseado de clases

5.3.9.4. Estadistica Descriptiva y Probabilidad

Como parte de las simulaciones MC se generaron un conjunto de
estadisticas descriptivas y probabilidades asociadas a las simulaciones. A

continuacion se enlistan las herramientas empleadas:

e Tendencia Central
» Media, medianay error estandar
e Dispersion
» Desviacion estandar, minimo, maximo, rango (maximo — minimo),
cuartil 25% y 75% y Rango intercuartil (cuartil 25% - cuartil 75%).

e Cuantiles, percentiles e intervalos
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» Percentil 5, 25, 95 y 97.5%, Percentil a/2, Percentil 1- a/2 (a=

5%).
e Probabilidades. Apartado dindmico, en el que el usuario coloca los
valores de los cuales requiere saber su probabilidad.

> Probabilidad mayor. Devuelve la probabilidad de un nimero mayor
al indicado (Pr > num).

> Probabilidad menor. Devuelve la probabilidad del nimero menor al
indicado (Pr > num).

> Probabilidad rango. Devuelve la probabilidad de un rango de datos

indicado (Pr < num >).

5.3.9.5. Variables Respuesta

a. Numero de arboles totales por hectarea

Corresponde al numero total de plantas de la huerta por hectarea de

acuerdo a su densidad de plantacion. Se calcula de la siguiente forma:

Nar == (100/IZQUIERDA(Dp)) * (100/DERECHA(Dp))

b. NUumero de arboles totales por superficie del huerto

Corresponde al nimero de plantas totales de acuerdo a la densidad de

plantacion y de la superficie del huerto. Se calcula de la siguiente forma:

Nar ..
—— = Nar * Superficie sembrada
sup

c. Numero de arboles enfermos
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El nimero de arboles enfermos por hectérea de acuerdo al porcentaje de

incidencia y el nimero de arboles totales, se calcula de la siguiente forma:

Nae = Nar * % incidencia

d. indice de compactacion citricola

Corresponde a la densidad de plantacion entre la superficie del huerto, se

calcula de la siguiente forma:

e. indice de brotacién

Corresponde al numero de brotes tiernos entre el niumero total de brotes

(maduros y tiernos) contabilizados en el arbol, se calcula de la siguiente forma:

Ibr = Bt/(Bt + Bm)

5.4. RESULTADOS

5.4.1. Coeficientes de correlacién de Pearson

Se examino la intercorrelacién entre la variable dependiente y las variables
independientes usando la matriz de autocorrelacion. Todas las variables
independientes fueron correlacionadas significativamente con el incremento de la

incidencia de la enfermedad (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Matriz de correlacion de variables dependiente e independientes usada
en analisis de regresion para relacionar el numero de haplotipos de Citrus tristeza

virus en la Peninsula de Yucatan.

NoHap. Inc. A.Enf. Altitud Edad Sup. D. PL B.Mad. B.Tier. I|.Vec. Riego Tmin

NoHap. 1 0.181 0.419 -0.142 -0.112 0.250 0.448 -0.028 -0.146 0.250 0.211 0.205
Inc. 0.1817 1 0.743 0.020 0.277  -0.501 -0.363 0.462 0.346 -0.092 -0.388 -0.016
A. Enf. 0.419 0.743 1 0.042 -0.030 -0.095 -0.081 0.270 0.417 0.008  -0.092 0.008
Altitud -0.142 0.020 0.042 1 -0.053 -0.001 -0.134 -0.512 0332 -0.202 -0.408 -0.966
Edad -0.112 0.277  -0.030  -0.053 1 -0.222 0.000 0.031 -0.097 -0.387 -0.213 0.088
Sup. 0.250 -0.501 -0.095  -0.001 -0.222 1 0.503 -0.357 0.174  -0.042 0.229 0.126
D.PI. 0.448 -0.363 -0.081 -0.134 0 0.503 1 -0.455 -0.319 0.201 0.523 0.181
B. Mad. -0.028 0.462 0.270  -0.512 0.031 -0.357 -0.455 1 0.004 -0.075 -0.058 0.496
B. Tier. -0.146 0.346 0.417 0.332  -0.097 0.174  -0.319 0.004 1 -0.273 -0.402 -0.306
l. Vec. 0.250  -0.092 0.008 -0.202  -0.387  -0.042 0.201 -0.075 -0.273 1 0.060 0.171
Riego 0.211 -0.388  -0.092 -0.408 -0.213 0.229 0.523 -0.058 -0.402 0.060 1 0.349
Tmin 0.205 -0.016 0.008 -0.966 0.088 0.126 0.181 0.496 -0.306 0.171 0.349 1

La correlacion entre las variables Arboles enfermos-Incidencia (0.743) y
Altitud-Tmin (-0.966) es alta, por lo que podria presentarse un problema de
multicolinealidad en un modelo que contenga estas variables. En las otras

variables, no se observa ningin comportamiento anormal.

5.4.2. Matriz de diagramas de dispersion

En la matriz de los diagramas de dispersibn no se observa un patron
aglomerado indicando buena dispersion de los datos, por lo que se espera que la
correlacion entre las variables sea significativa y sin problema de multicolinealidad,
uno de los supuestos importantes de regresion lineal multiple en la que se dice

gue las variables son independientes (Figura 1).
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Figura 1. Matriz de diagramas de dispersion de las variables y covariables usadas
en el andlisis de regresion para relacionar el numero de haplotipos de Citrus

tristeza virus en la Peninsula de Yucatan.

5.4.3. Estimacion de parametros con el método de MCO

La estimacion de los parametros muestra los datos para B1, B2,....., 9, CUyOS
valores se muestran en las ecuaciones de regresion lineal multiple en el Cuadro 4.

El parametro para o (Intercepto) no fue estimado.

5.4.4. Andlisis de varianza

El valor de B; esta relacionado con la Incidencia en los huertos

muestreados, el coeficiente positivo significa que si la incidencia de la enfermedad
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aumenta, entonces el numero de haplotipos de CTV también aumenta.

Representa también el cambio que ocurre en el nimero de haplotipos ante un

cambio de la incidencia cuando las otras covariables estan fijas (Cuadro 5).

Cuadro 4. Estimacion de los parametros de los modelos de regresion.

Modelo Estimacion de los pardmetros de regresion

Modelo 1  NoHaplotipos= ((0.5319*incidencia_arb) - (0.1581*edad) + (0.3271*superficie_sem)
+ (0.2354*densidad_2) - (0.002*brotes_maduros) - (0.0275*brotes_tiernos) +
(0.0046*(infestacion_vect*virulificidad)) + (0.0105*tipo_riego) +
(0.0311*temperatura_min))

Modelo 2  NoHaplotipos= ((0.4264*incidencia_arb) - (0.1447*edad) + (0.1942*superficie_sem)
+ (0.4136*densidad_2))

Modelo 3  NoHaplotipos= ((0.3809*incidencia_arb) + (0.2127*superficie_sem) +
(0.2456*densidad_2) + (0.0103*infestacion_vect) + (0.0696*tipo_riego) +
(0.0179*temperatura_min))

Modelo 4  NoHaplotipos= ((0.5389*incidencia_arb) - (0.1239*edad) + (0.3638*superficie_sem)
+ (0.2626*densidad_2) - (0.0273*brotes_tiernos) + (0.0069*infestacion_vect))

Modelo 5 NoHaplotipos= ((0.3535*incidencia_arb) + (0.3876*superficie_sem) +

(0.0159*infestacion_vect))

Por otra parte, el valor de B,, B3 y B4, esta relacionado con la Edad, la

Superficie y la Densidad de plantacion, respectivamente, siendo el coeficiente

positivo, lo que significa que si estas tres covariables aumentan, entonces el

namero de haplotipos del CTV también tenderia a aumentar.
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Cuadro 5. Analisis de Varianza de los modelos de regresion.

Variable Pr(>F)
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5

Incidencia 0.00002***  0.0000004***  0.000002*** 0.000001*** 0.0000005***
Edad 0.00006***  0.000001*** - 0.000003***
Superficie 0.00012***  0.000003*** 0.0000002***  0.000008*** 0.00000003***
D. de Plantacion 0.04579* 0.01933* 0.03656* 0.02088* -
Brotes maduros 0.62890 - - - -
Brotes tiernos 0.29783 - - 0.23190 -
Infest. del vector 0.64303 - 0.36034 0.46051 0.07754 “°
Riego 0.90060 - 0.65540 - -
T° minima 0.84809 - 0.76526 - -

Significancia: **** 0.001; ** 0.01; ** 0.05; “.’ 0.1

5.4.5. Gréficos de residuos

La Figura 2 ilustra de manera general el analisis de los residuos con los
cuales se realizd la comprobacion de los supuestos. La homocedasticidad se
comprobd con la columna de la Figura 2A al no observarse un patron de
distribucion de los residuales vs valores ajustados para los cinco modelos. En la
columna de la Figura 2B se observa claramente para los cinco modelos una la
linea de tendencia en el grafico Normal Q-Q, lo cual indica normalidad en la

distribucion de los residuos.
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Figura 2. Gréficos de residuos para comprobacion de supuestos de normalidad y

homocedasticidad.
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5.4.6. Deteccion de multicolinearidad

En los datos analizados se detectd problemas de multicolinealidad, debido
a que los (VIF) para las covariables Edad, Superficie, Densidad de Plantacion,
Brotes tiernos, Brotes maduros, Infestacion del Vector, Riego y Temperatura

minima son mayores que 5 (Cuadro 6).

Cuadro 6. Calculo del Factor de Inflacion de Varianza

Variable Factor de Inflacién de Varianza
Incidencia 3.8113845

Edad 7.564950

Superficie 29.981782

D. de Plantacién 30.725444

Brotes maduros 84.696595

Brotes tiernos 6.980363

Infest. del vector 10.850445

Riego 10.174452

T° minima 204.435282

5.4.7. Regresion Ridge

Debido al problema de multicolinearidad detectada en la estimacién de los
pardmetros con el método de Minimo Cuadrado Ordinario, se realizaron nuevos
modelos pero ahora empleando el método ridge, el cual como ya se ha
mencionado, inducirA sesgo pero reducirAd la varianza y robustecerad las

estimaciones de los regresores.

Se probaron diversos valores de k (= lambda) en las diferentes
estimaciones de los modelos, reteniéndose una k=0.10, valor a partir del cual se

estabilizaron las estimaciones (Figura 3).
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Figura 3. Gréfica de relacion entre el cuadrado medio del error (mse) y lambda,

para seleccion del mejor valor a usar en modelo ridge.

Con base en lo anterior, se obtuvieron los siguientes estimadores de los
regresores (Cuadro 7). Los cuales corrigen el problema de multicolinealidad y la
viabilidad del uso de los modelos con fines de pronéstico de haplotipos para el

virus de la tristeza de los citricos.

La estimacion de los pardmetros, muestra los datos para Bri, Brz, ..... Bro,
cuyos valores se muestran en las ecuaciones de regresion lineal mdultiple del

Cuadro 7.
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Cuadro 7. Estimacion de los parametros de los modelos de regresion con el

método ridge.

Modelo Estimacion de los pardmetros de regresion

Modelo1  NoHaplotipos= ((0.5775) + (0.5399*incidencia_arb) -(0.1737*edad) +
(0.3245*superficie_sem) + (0.2122*densidad_2) - (0.0037*brotes_maduros) -
(0.031*brotes_tiernos) + (0.0036*(infestacion_vect*virulificidad)) +
(0.0128*tipo_riego) + (0.0097*temperatura_min))

Modelo 2  NoHaplotipos= ((0.3537) + (0.3787*incidencia_arb)-(0.171*edad) +
(0.1389*superficie_sem) + (0.3765*densidad_2))

Modelo 3  NoHaplotipos= (-(0.4212) + (0.3849*incidencia_arb) + (0.2201*superficie_sem) +
(0.2537*densidad_2) + (0.0104*infestacion_vect) + (0.0621*tipo_riego) +
(0.0098*temperatura_min))

Modelo 4 NoHaplotipos= ((0.4193) + (0.5147*incidencia_arb) - (0.1703*edad) +
(0.3205*superficie_sem) + (0.2426*densidad_2) - (0.0302*brotes_tiernos) +
(0.0038*infestacion_vect))

Modelo 5 NoHaplotipos= ((0.1947) + (0.3248*incidencia_arb) + (0.347*superficie_sem) +

(0.0144*infestacion_vect))

5.4.8. Simulacién Monte Carlo en Excel

El analisis de simulacibn mostré que en un tiempo de proyecciéon de 10

afos, la aparicion de nuevos haplotipos sera de 11 haplotipos (Figura 4).
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Figura 4. Numero de haplotipos totales de Citrus tristeza virus en citricos, usando

simulaciéon Montecarlo.

5.5. DISCUSION

La estimaciéon del nimero de haplotipos es un elemento importante en la
planeacion y toma de decisiones dentro del manejo de la enfermedad. Para ello,
predecir las subpoblaciones de aislamientos de CTV en el cultivo de citricos,
puede asi mismo justificar la importancia de estimar riesgos de cambios de
frecuencia contundentes a alteraciones a los atributos epidémicos y, por otra
parte, la conveniencia de seleccionar aislamientos moderados de manera eficiente
para efectos de inducir una proteccion cruzada mediante el empleo de
aislamientos de alta prevalencia regional como una estrategia de manejo de la
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enfermedad. Ademas, el uso de modelos pueden ser usados para propuestas de
nuevos enfoques de monitoreo dentro de un esquema de vigilancia epidemiolégica

gue incluya sistemas de muestreo ponderativos regionales.
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VI. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El analisis de la estructura poblacional del CTV realizado en citricos dulces de
diferentes estados mexicanos de la vertiente del Golfo y de la Peninsula de
Yucatan con respecto a antecedentes epidémicos, presencia de Toxoptera
citricida, vector altamente efectivo y putativamente selectivo de variantes de tipo
severo y la prevalencia de aislamientos moderados, permitio determinar la
variabilidad genética y patogénica del CTV. Este trabajo permitié establecer las
bases metodoldgicas para estudios epidemiolégicos poblacionales con criterios
moleculares y biolégicos, que permitan monitorear riesgos epidémicos en regiones
especificas del pais o para seleccién de aislamientos moderados prevalentes para
posible uso en proteccion cruzada. Especificamente, la implicacién de Toxoptera
citricida, al estudio de la variacién genética del CTV permitid6 poner en manifiesto

lo siguiente:

1. Aparentemente Tc no ha inducido cambios estructurales en la poblacion del
virus ya que: i) el patréon de divergencia del ARN gendmico de los
aislamientos analizados tienen una elevada identidad nucleotidica con la de
los aislamientos reportados antes de la introduccién y dispersion del vector
en México, ii) que los genes p33, CP y pl3 del extremo 3" son mas
conservados y han estado bajo seleccidn negativa en el proceso evolutivo,
y iIV) que existe una prevalencia de aislamientos mexicanos moderados con
una homologia mayor a 99% para estos genes.

2. La secuencia del ARN gendémico del aislamiento mexicano de CTV Caz-Ver

(KX029095), mostrd elevada identidad nucleotidica con los aislamientos

138



severos de México (TAM11 y DQ272579) y otros paises (NZ-B18, NUagA y
SY568), inductores de decaimiento, picado de tallo y amarillamiento de
plantulas.

. Los 7 aislamientos mexicanos (Yucatan 3, Veracruz 2 y Tamaulipas 2) del
grupo  moderado  previamente identificados y  caracterizados
molecularmente con base en la frecuencia de los estudios poblacionales,
tipologia de reaccion y distribucion regional, no presentaron sintomas de
tipo severo.

. Se desarroll6 un modelo de simulacion que utiliza variables del sistema
epidemioldgico a través de un sistema dinamico de analisis cuantitativo de
multicriterios, el cual estimé 11 haplotipos de CTV moderados, 6
adicionales a los actualmente presentes en la Peninsula de Yucatan,
sugiriendo una aparente estabilidad de la estructura poblacional del CTV en
México y un reducido efecto de Tc.

. Como perspectivas futuras se tiene: i) una base de datos de aislamientos
mexicanos y de secuencias moleculares para estudios futuros de
diagnostico y trazabilidad y, ii) un acervo de aislamientos de CTV
identificados molecular y biolégicamente mantenidos en la Estacion
Nacional de Cuarentena, Epidemiologia y Saneamiento Vegetal
dependiente de la DGSV en Querétaro para hacer la validacion de los 7
aislados moderados (T1-Yuc, T2-Yuc, T3-Yuc, T4-Ver, T5-Tams, T6-Tams

y T7-Ver) y evaluar su capacidad de protecciéon cruzada.
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