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RESUMEN

La lima persa (Citrus latifolia) es el principal citrico que exporta México y Veracruz es el
principal productor. En las plantaciones se han observado sintomas como; agrietamientos,
descortezamiento del tronco y ramas, lo cual conduce al deterioro y bajos rendimientos del cultivo.
Sin embargo se desconocen las causas asociadas a los sintomas antes descritos. Por ello se plante6
determinar la presencia y distribucion de tristeza [Citrus tristeza virus (CTV)], psorosis [Citrus
psorosis virus (CPsV)], exocortis [Citrus exocortis viroid (CEVd)], cachexia [Citrus viroid Il
(Cvd-I1)] y enanismo [Citrus dwarfing viroid (CVd-111)] en siete municipios productores y
exportadores de lima persa en Veracruz, México. Se realiz6 extraccion de &cidos totales con
Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen™) y de RNA total con TRIzol® Reagent, en la PCR
para CTV se usaron los iniciadores CPKF y CPKR. RT-PCR para CPsV el Ps66 y Ps6. En el caso
de CEVd el CEVd-h y CEVd-c. Para CVd-II se utilizaron CVd-11-h y CVd-II-c. Por ultimo para
CVd-11l el CVd-IlI-h y CVd-lll-c. Se detecté a CTV en 12 muestras de las 22 analizadas (54.5%)
pertenecientes a los municipios de Martinez de la Torre (MT), Atzalan (AT), Cuitlahuac (CT) y
Amatlan de los Reyes (AR). 18 muestras amplificaron para CPsV (81.81%) de MT, AT, SR, CT
y AR. Resultaron positivas 20 de las 22 muestras a CEVd (90.9%), de Cazones (CZ), SR, MT,
Misantla (MS), AT, CT y AR. En el caso de CVd-1l 16 muestras de las 22 resultaron positivas
(72.7%), el anico municipio donde no se detectd fue Misantla. En el caso de CVd-Ill se tuvo
amplificacion en 11 muestras (50%) de MT, AT, SR, CT y AR. El exudado gomoso que se genera
en las plantas por la infeccion de Phytophthora spp. es el sintoma mas notorio para los productores,
quienes asocian la muerte de las plantas a dicho oomyceto, sin saber que pueden haber otras causas.
Con esta investigacion podemos decir que la muerte de las plantas de lima persa en Veracruz se
debe a mas de un patdgeno. Este es el primer reporte de la presencia de CTV, CPsV, CEVd, CVd-

I, y CVd-Ill en lima persa en Veracruz, México.

Palabras claves: Citricos, RT-PCR, Virus, Viroides, Lima persa
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ABSTRACT

Persian lime (Citrus latifolia) is the main citrus exported by Mexico and Veracruz is the
main producer state. On Persian lime plantations in Veracruz, symptoms such as Cracking, barking
of the trunk and branches, which leads to deterioration and low crop yields have been observed.
However, the causes associated with the symptoms described above are unknown. The aim goal
of this reserch was to determine the presence and distribution of tristeza [Citrus tristeza virus
(CTV)], psorosis [Citrus psorose virus (CPsV)], exocortis [Citrus exocortis viroid (CEVd)] and
dwarfism [Citrus dwarfing viroid (CVd-III)] in seven producing and exporting Persian lime
counties in Veracruz, Mexico. Total nucleic acid was obtained with Concert ™ Plant RNA Reagent
(Invitrogen ™) and total RNA with TRIzol® Reagent. CPKF and CPKR primers were used in
PCR for CTV. RT-PCR for CPsV the Ps66 and Ps6. In the case of CEVd the CEVd-h and CEVd-
c. For CVvd-Il, CVd-1I-h and CVd-II-c were used. Finally for CVvd-111 the CVd-IlI-h and CVd-I1II-
c. CTV was detected in 12 samples of the 22 analyzed (54.5%) belonging to the counties of
Martinez de la Torre (MT), Atzalan (AT), Cuitlahuac (CT) and Amatlan de los Reyes (AR). 18
samples amplified for CPsV (81.81%) of MT, AT, SR, CT and AR. 20 of the 22 samples were
positive to CEVd (90.9%), of Cazones (CZ), SR, MT, Misantla (MS), AT, CT and AR. In the case
of CVvd-II, 16 samples from 22 were positive (72.7%), the only county where it was not detected
was Misantla. In the case of CVd-11l1 amplification was performed in 11 samples (50%) of MT,
AT, SR, CT and AR. The gummy exudate that is generated in the plants by the infection of
Phytophthora spp. is the most notorious symptom for the producers, who associate the death of
the plants to said oomycete, without knowing that there may be other causes. With this research
we can say that the death of the Persian lime plants in Veracruz is due to more than one pathogen.
This is the first report of the presence of CTV, CPsV, CEVd, CVd-II, and CVd-III in Persian lime

in Veracruz, Mexico.
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INTRODUCCION

En México, la lima persa (Citrus latifolia) es el citrico que mas se exporta como fruto
fresco. En 2014, Veracruz fue el principal exportador con 200 000 toneladas equivalentes a
$2400000000.00. Dicha entidad junto con Michoacan y Oaxaca concentran el 79% de la
produccién anual (SIAP, 2014). Algunas de las enfermedades mas comunes en esta especie y otros
citricos a nivel mundial son: tristeza, psorosis, leprosis, exocortis, Xyloporosis o cachexia,
enanismo, huanglongbing (HLB), Cancro, Clorosis variegada, gomosis, antracnosis, ademas de

otras alteraciones de origen desconocido hasta la fecha como blight y wood pocket.

En nuestro pais la mayoria de las plantaciones de lima persa tienen una vida productiva de
poco mas de cinco afios ya que después de este tiempo muchos arboles mueren. Las plantas
muertas son cortadas dejando un tocon de 10 cm y sustituidas por nuevas plantas establecidas a 20
cm de la que fue eliminada. Los productores atribuyen la muerte de los arboles a Phytophthora
spp., debido a que observan “goma” en el tronco de las plantas afectadas. Se ha fundamentado en
la literatura que para que este oomyceto pueda penetrar necesita una herida en la planta, que en el
caso de lima persa, puede ser ocasionada por psorosis, exocortis y/o cachexia, enfermedades que

hasta hoy han sido ignoradas.

La tristeza es causada por el Citrus tristeza virus (CTV) de la familia Closteroviridae,
género Closterovirus, es el agente causal de una de las enfermedades de mayor importancia en

citricos. El dafio severo se presenta en arboles de naranja, pomelo y mandarina injertados en



naranjo agrio (Citrus aurantium), asi como en arboles de limon mexicano (Citrus aurantifolia)

independiente del portainjerto utilizado (Iracheta et al., 2012; Rocha et al., 1995).

La mayoria de las especies de citricos son huéspedes asintomaticos para muchos
aislamientos de CTV; Sin embargo, se puede atribuir varios sintomas a la infeccién por CTV,
dependiendo de la combinacién injerto-portainjerto y de la cepa del virus. Los sintomas
caracteristicos son: declinamiento rapido que conduce a la muerte de la planta en pocas semanas;
reduccion del rendimiento y la calidad de la fruta de algunas variedades de Citrus y amarillamiento
generalizado como se ha observado en Citrus limon y Citrus paradisi (Laino et al., 2016; Moreno

et al., 2008).

La psorosis es causada por Citrus psorosis virus (CPsV) del género Ophiovirus (Marti et
al., 2004). Fue la primera enfermedad viral de los citricos transmitida por injerto (Fawcet, 1938;
citado por Roistacher, 2004)). Debido a esta enfermedad se gener6 un programa de erradicacion y
se desarroll6 un método de indexado biolégico para su deteccion (Roistacher, 2004). EI CPsV
posee viriones filamentos flexibles de 3-4 nm de diametro (Garcia et al., 1994). Su genoma estéa
constituido por tres ARNs monocatenarios de polaridad positiva cubiertos cada uno de ellos por
una cubierta proteina (CP) de 48 kDa (Barthe et al.,1998; Garcia et al., 1997). La psorosis se
caracteriza por ocasionar sintomas después de 10 afios de ocurrida la infeccidn consistentes en
descamacion de la corteza del tronco y ramas principales de arboles adultos asi como
declinamiento y reduccion del rendimiento (Achachi et al., 2014). En hojas jovenes y frutos puede
producirse clorosis, moteado 0 manchas anulares (Marti et al., 2004). En naranjo dulce, mandarino
y pomelo se observa descamacion y manchas cloréticas en hojas jovenes, mientras que el naranjo

agrio se tiene solamente moteado.



La exocortis es causada por Citrus exocortis viroid (CEVd), fue el primer viroide
caracterizado de citricos asociado a la descamacion de la corteza en Poncirus trifoliata (Fawcett y
Klotz, 1948). Se trata de una molécula de ARN monocatenario de 365 a 475 nucleotidos (nt) de
longitud, pertenece al género Pospiviroid de la familia Pospiviroidae (Lin et al., 2015). En P.
trifoliata ocasiona descortezamiento, rajaduras del tronco y ramas principales, epinastia y
reduccion del crecimiento (Barkley, 2008; Elleuch et al., 2003). En materiales injertados sobre
naranjo agrio no se observan sintomas; mientras que, los portainjertos trifoliados, citranges Troyer
y Carrizo, lima Rangpur, lima dulce y cidra son susceptibles a este viroide (Verniere et al,. 2004;

2005).

La Cachexia (también conocida como xyloporosis-CVd-11) fue descrita por primera vez en
1950 en tangelo Orlando ocasionando oscurecimiento de los tejidos del floema y picado de tallo
(Childs, 1950). EIl agente causal de esta enfermedad fue identificado y caracterizado como una
variante del Hop stunt viroid (HSVd) denominado CVd Il (Citrus viroid Il) (Reanwarakorn y
Semancik 1999), molécula de ARN monocatenario de 295-303 nt de longitud y es la Unica especie
del género Hostuviroid dentro de la familia Pospiviroidae (Flores et al., 2005). Los sintomas
tipicos de esta enfermedad en diversos citricos consisten en decoloracion y picado de tallo (Amine
et al., 2006) aunque en algunos casos se observan también hojas pequefias de color amarillo, asi
como el agrietamiento de la corteza de ramas las cuales con el tiempo se marchitan y mueren (Bar
2015). Esta enfermedad afecta a mandarina (Citrus reticulata), clementinas (C. clementina),

satsumas y lima rangpur (Serra et al., 2008).

En Veracruz se han observan plantaciones de lima persa con agrietamientos de la corteza,
descamacion, amarillamiento, decaimiento (e incluso muerte), lo cual conduce al deterioro y

disminucion del rendimiento. Estos sintomas se presentan en el tronco y ramas de injertos y
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portainjertos a excepcién de naranjo agrio que es tolerante a varias enfermedades. Los productores
han asociado la muerte de los arboles a Phytophthora spp., debido a la presencia de un exudado
gomoso en las plantas afectadas. Sin embargo se desconoce si también existen virus o viroides
asociados a los sintomas antes descritos. Es por ello que se planted la siguiente investigacion para
determinar si en las plantaciones de lima persa se encuentran presentes Citrus tristeza virus (CTV),
Citrus psorosis virus (CPsV), Citrus exocortis viroid (CEVd), Citrus viroid Il (CVd-Il) y Citrus

dwarfing viroid (CVd-IIlI).

Objetivo general

Conocer la presencia y distribucion de CTV, CPsV, CEVd, CVd-1l y CVd-IIl en siete

municipios productores y exportadores de lima persa en Veracruz, México.

Objetivos especificos

Determinar protocolos para la deteccion de virus (CTV, CPsV) y viroides (CEVd, CVd-I1I

y CVd-111).

Evaluar la incidencia de sintomas asociados a los virus (CTV, CPsV) y virodies (CEVd,

CVd-11'y CVd-I11).

Identificar los sintomas asociados a los virus y viroides en cada huerta de acuerdo al grado

de tecnologia utilizado.



Hipotesis

En las plantaciones de Lima persa de los Municipios de Cazones, Martinez de la Torre,
Atzalan, San Rafael, Misantla, Cuitldhuac y Amatlan de los Reyes, existe al menos un virus y un

viroide.

La incidencia de sintomas depende del grado de tecnologia utilizada en cada huerto.



REVISION DE LITERATURA

Aspectos generales

En la literatura Citrus latifolia ha sido denominada por diferentes autores como lima persa,
lima Tabhiti, lima, limon persa, limén sin semilla o simplemente lima. Con el proposito de evitar
confusion, en el presente escrito se empleara el nombre comun de lima persa para referirse a esta

especie.

De acuerdo con los reportes del Sistema de Informacion Agroalimentaria de Consulta
cuatro estados concentran la produccién de lima persa, Veracruz (621,848 t), Oaxaca (136,859.93

t), Tabasco (82,595.5 t) y Jalisco (63,543.87 t) (SIACON, 2014).

El gobierno federal a través de la Direccion General de Sanidad Vegetal establece el marco
legal y las préacticas apropiadas para la proteccion de los cultivos y sus productos contra los dafios
ocasionados por las plagas. También se pretende mantener a los organismos nocivos en niveles de
poblacién econdmicamente aceptable (en caso de que ya estén establecidos) y prevenir la
introduccién y extension de aquellos organismos no establecidos. En el caso particular de los
citricos, en 2001 entra en vigor la Norma Oficial Mexicana NOM-031-FITO-2000, por la que se
establece la camparfia contra el virus tristeza de los citricos y en 2002 la NOM-079-FITO-2002 que
establece los requisitos fitosanitarios para la produccién y movilizacion de material propagativo
libre de virus tristeza y otros patdégenos asociados a citricos. Ambas normas para el estado de
Veracruz, han sido fundamentales para comercializar los citricos en mercados nacionales y

extranjeros.



En la actualidad en México se han establecido medidas legales para la enfermedad
Huanglongbing (HLB) de los citricos ocasionada por Candidatus Liberibacter spp., que a nivel
internacional ha sido destructiva y para la cual no existe control. Los arboles afectados por HLB
producen frutos de baja calidad y con el tiempo mueren. Particularmente, el HLB ya ha afectado

gravemente la produccion citricola de Brasil y Florida (Angel et al., 2014).

Por otra parte, la enfermedad conocida como tristeza de los citricos es provocada por un
virus que puede causar amarillamiento, declinamiento y produccion de frutos pequerfios. Este virus
ha provocado grandes epidemias en algunos paises donde se ha presentado. En México, hasta 2007,
la Campanfia contra esta enfermedad realiz6 acciones para la deteccidn y eliminacion de arboles
positivos mediante analisis seroldgicos. Sin embargo, las variantes del virus presente en México
han sido consideradas “débiles” ya que no han ocasionado los dafios que se han observado en otros

paises, razon por la cual se determiné no continuar con la eliminacion de plantas positivas.

Ademas de las enfermedades antes mencionadas, los citricos son afectados por otros
patdgenos que pueden afectar a la semilla desde que esta dentro del fruto, a la plantula o al arbol
ya establecido en 6rganos como raiz, tronco, ramas, hojas, flores y frutos. Entre estos patdgenos
se encuentran fitoplasmas, espiroplamas, bacterias, hongos, oomycetos, algas, nematodos, virus y
viroides (Almeyda et al., 2003) como Citrus psorosis virus (CPsV), Citrus tristeza virus (CTV),
Citrus leprosis virus (CiLV), Citrus exocortis viroid (CEVd), Citrus viroid Il (CVd-I1), Citrus
dwarfing viroid (CVd-I1l1), ademas otras enfermedades de etiologia desconocida como blight y

wood pocket.



Tristeza de los citricos

Esta enfermedad fue detectada en 1934 en Brasil causando la muerte de 100 millones de
arboles y en 1939 fue observada en California, Estados Unidos de Norteamérica donde fue
denominada “quick decline” (QD). Los estudios realizados por Halma y Smoyer en 1944 indicaron
que QD era similar a la “tristeza” reportada en Brasil (Fawcett y Wallace 1946). En 1946
Meneghini reporta que la tristeza en Brasil era causada por un virus y que la variante severa
ocasiond la muerte de al menos tres millones de arboles en California. En Florida, Grant y
Schneider (1951) reportaron por primera vez la presencia de la tristeza de los citricos, aunque sin

duda existié muchos afios antes de su registro (Bar-joseph et al., 1989).

La tristeza de los citricos es causada por Citrus tristeza virus (CTV) considerado el virus
maés dafiino de los citricos. En Argentina, durante su aparicion en 1945, provocé la muerte de
aproximadamente 10 millones de arboles y para 1959 esta cifra aumentd a 18 millones. En Brasil
se reportaron mas de 10 millones de arboles perdidos en 1958. En Espafia, durante la década de

1960 y en Venezuela en 1980 murieron 16 millones de arboles (Rocha et al., 1995).

En México, el CTV se detectd por primera vez en 1983 en el estado de Tamaulipas y en
1986 en Veracruz; ambos brotes fueron eliminados oportunamente. Sin embargo, posteriormente
el virus fue reportado en otros estados de la Republica mexicana

http://www.nappo.org/files/6214/3744/6322/2 B Luis Angel Villareal y Robert Krueger Hist

oria v Situacion de VTC en Mexico.pdf.
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Citrus tristeza virus (CTV)

El CTV pertenece al género Closterovirus, familia Closteroviridae, es un virus con
particulas filamentosas de 2000 nm de longitud x 11 nm de didmetro. El genoma consiste en una
molécula de ARN de sentido positivo con 12 marcos de lectura abierta (Open Reading Frame,
ORF’s) que codifican hasta 19 proteinas (Figura 1). En extremo 5’esta la informacion para
codificar las proteinas requeridas en su replicacion (RNA polimerasa -RNA dependiente, helicasa,
metiltransferasa y proteasas) (Satyanarayana et al., 1999); mientras que en el extremo 3"se tienen
las regiones que codifican las proteinas involucradas en la interaccion del virus con su hospedante

(Lu et al., 2004).

rephication gene block Quintuple gene module
| | I 1

ORF la Ib 23 4 5 6 THOIOII
PR FRO) HSP70h CPm 18 p2

Figura 1. Organizacion gendémica de Citrus tristeza virus y proteinas que se generan (Tomado de
Tatineni et al., 2011).

Sintomas

Los sintomas principales que causa el CTV son decadencia y muerte de las plantas

injertadas en naranjo agrio (Citrus aurantium), retraso del crecimiento y coloracién amarillenta de



plantulas de pomelo (C. paradisi), picado de tallo que provoca bajos rendimientos de los diferentes

cultivares y aclaramiento de nervaduras (Moreno et al., 2008; Varveri et al., 2015).

Los cultivos afectados y la intensidad de los sintomas dependen de la combinacién
portainjerto-cultivar y del aislamiento viral, existen aislamientos débiles asociados al
declinamiento de arboles debido a la necrosis del floema, lo cual puede reducirse utilizando
portainjertos tolerantes, los cuales, sin embargo, pueden ser susceptibles a otras enfermedades
(Moreno et al. 2008). Por otra parte, aislamientos severos inducen picado del tallo y pueden reducir
el vigor y la produccion del injerto, independientemente del portainjerto (Garnsey et al., 1979;

Rocha et al., 1995)

Tolerancia y susceptibilidad

Los siguientes portainjertos se consideran tolerantes a CTV; limoén cravo (C. limonia),
cleopatra (C. reshni), citrumelo swingle (C. paradisi x P. trifoliata), Troyer, Carrizo, Cleopatra,
limén rugoso, Citrus volkameriana, y Poncirus trifoliata son tolerantes a algunas cepas de CTV

(Bar-joseph et al., 1989; Garnsey et al., 1979; Laino et al., 2016).

Naranja dulce (C. sinensis), mandarina (C. reticulata), pomelo (C. paradisi), Limén mexicano (C.
aurantifolia), Limén (C. limon) y lima persa (C. latifolia) son susceptibles a este virus (Moreno et

al., 2008).
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Psorosis de los citricos

La psorosis fue una de las primeras enfermedades virales estudiadas en los citricos. Se
describié en Florida, USA, por Swingle y Webber, (1896) sin conocer su etiologia viral. Una
enfermedad similar fue identificada en California por Smith y Butler en 1908, a la que nombraron
descamamiento de la corteza (scaly bark), la cual parecia ser idéntica a la descrita en Florida basada
en la similitud de los sintomas y los efectos a largo plazo en los citricos. En 1933, se establecié la
etiologia viral de esta enfermedad a la cual se denomind psorosis. Fawcett observé mosaico en
hojas jovenes de los arboles afectados y establecid su asociacion con las lesiones en la corteza por

lo cual sugiri6 que la enfermedad era causada por un virus (Roistacher, 1993; FAO, 2016).

En un tiempo, la psorosis fue la enfermedad mas destructiva de los citricos y, actualmente,
sigue siendo de importancia econémica en algunos lugares. Se encuentra distribuida por todo el
mundo causando disminucién del vigor, produccion y reduccion de la vida util de los arboles

(Roistacher, 1993; Martelli y D’ Onghia, 1998; D"Onghia et al., 2001).

Es una enfermedad de avance lento con periodo de incubacién de 10 a 20 afios en algunas
ocasiones. Todas las especies de citricos son susceptibles y esta presente en todas las areas

citricolas de México (Iracheta et al., 2004).

Citrus psorosis virus (CPsV)

La psorosis es causada por el CPsV del género Ophiovirus (Marti et al., 2004). Este virus
posee viriones filamentosos de 3-4 nm de didmetro. Se compone de tres ARN (de cadena simple)

de polaridad negativa y una proteina de la cubierta (CP) de 48 kDa (Figura 2) (Barthe et al., 1998;
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Garcia et al., 1997; Sanchez de la Torre et al., 2002; Martin et al., 2006). EI ARN-1 tiene 8184
nucledtidos (nt) y la cadena complementaria contiene dos ORFs que codifican una proteina de 24
kDa de funcion desconocida y un ARN polimerasa, ARN dependiente (Naum et al., 2003; Vaira
et al., 2012). EI ARN-2 tiene aproximadamente 1644 nt y codifica una proteina de movimiento de
54 kDa (Sanchez de la Torre et al., 2002; Robles et al., 2013); finalmente, el ARN-3, de 1454 nt

de longitud, codifica la cubierta proteica (Sdnchez de la Torre et al., 2002; Vaira et al., 2012).

RNA1 [o24] RdRp lvcRNA
R1
RNA2 [ 84 1 ona
R2
RNA3 5, vcRNA
R3

Figura 2. Organizacion gendémica del Citrus psorosis virus. Tomado de Martin et al., 2006). cv:
cadena viral complementaria; RdRp: ARN polimerasa-ARN dependiente; p54: proteina de
movimiento; CP: proteina de la capside.

Sintomas

Esta enfermedad ha sido reportada en varias areas citricolas del mundo (Roistacher 1933),
sin causar la muerte de los arboles pero si disminuyendo la produccién (Achachi et al., 2014). La
psorosis se caracteriza por la descamacion de la corteza del tronco y las ramas principales de los
arboles adultos, declinamiento y reduccion del rendimiento. Se transmite facilmente por injerto y
los sintomas aparecen raramente antes de 10s10 afios (Roistacher 1933; Achachi et al., 2014). En
hojas jovenes puede observarse moteado o clorosis y en algunas ocasiones manchas anulares tanto

en hojas como en frutos (Mart1 et al., 2004)
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Como se ha mencionado, el virus es transmitido por injerto, en consecuencia los
productores a menudo propagan plantas usando brotes infectados procedentes de arboles
asintomaticos, lo que explica en parte la alta incidencia de psorosis en algunas zonas productoras

(Martin et al., 2002).

El progreso de la infeccion y la aparicion de sintomas son lentos, por lo que después de
varios afos provoca la obstruccion de los haces vasculares, decadencia general y en casos extremos
la muerte de los arboles. Este hecho subraya la necesidad de un método rapido de diagndstico,

antes de que la enfermedad haya progresado (De Francesco et al., 2015).

Tolerancia y susceptibilidad

Las especies susceptibles a psorosis son mandarina (C. reticulata), naranja navelina (C.
sinensis), tangor Dweet (C. sinensis x C. reticulata) y pomelo (C. paradisi) (D"Onghia et al.,
2001), mientras que, el naranjo agrio (C. aurantium), limén mexicano (C. aurantifolia) y limon

rugoso (C. jambhiri) son tolerantes (Iracheta et al., 2004).

Viroides

Los viroides son agentes infecciosos de ARN monocatenario que no codifican proteinas
por lo que dependen de las enzimas del hospedante para su replicacién. Se clasifican en dos
familias con base en sus propiedades bioldgicas y fisicas. En citricos se han reportado los
siguientes: Citrus exocortis viroid (CEVd), Citrus bent leaf viroid (CBLVd), Hop stunt viroid

(HSVd), Citrus dwarfing viroid (CVd-I11l), Citrus bark cracking viroid (CVd-1V) y Citrus viroide
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0OS (CVd-0S) (lIto, et al., 2001), los cuales tienen genomas pequefios que van desde 284 a 375
nucleétidos (Duran-Vila et al., 1988). Y causan enfermedades de importancia econémica:
exocortis (CEVd) y cachexia (CVd-Il). La replicacion del viroide ocurre en compartimentos
subcelulares especificos y se encuentra en toda la planta, lo que conlleva una infeccion sistémica

(Lin et al., 2015).

Exocortis de los citricos

El termino exocortis fue propuesto por Fawcett y Klots (1948) al observar retraso en
crecimiento y descamacion de la corteza en naranjo trifoliado, en ese entonces no se conocia la
naturaleza o causa de la exocortis y se atribuyé a un factor genético o virus que solo se presentaba

en plantas trifoliadas a partir del injerto (Fawcett y Klotz 1948; Nauer et al., 1977).

Exocortis es una enfermedad distribuida en todo el mundo asociada al CEVd o0 a un
complejo de viroides como Hop stunt viroid (HSVd) o su variante conocido como Citrus viroid Il
(CVd-11), Citrus bent leaf viroid o Citrus viroid 1 (CVd-1), Citrus viroid Il (CVvd-1I1) y Citrus
viroid IV (CVd-1V) (Duran-Vila et al., 1988). Las plantas susceptibles muestran descamacion de

la corteza del portainjerto y retraso en el crecimiento (Elleuch et al., 2003).

En México, es comun la ocurrencia de viroides en la mayoria de las plantaciones de naranja
(Citrus sinensis), pomelo (C. paradisi) y mandarina (C. reticulata) (Almeyda et al., 2003). En las
plantaciones de lima Persa (Citrus latifolia) de México, es frecuente observar sintomas de

agrietamientos longitudinales en ramas y troncos de los arboles, los cuales han sido asociados a la
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presencia de CEVd y viroides de los grupos Il (CVd-11) y Il (CVd-I1I) de los citricos (Alvarado

et al., 2000; Almeyda et al., 2002).

Estos viroides son transportados en la savia de la planta y se pueden transmitir de un arbol
a otro por injerto y herramientas no desinfectadas, o bien, por injerto natural de raices; se

desconoce su transmision por insectos chupadores de savia o por semilla (Barkley 2008).

Citrus exocortis viroid (CEVd)

CEVd es el mas grande de los viroides con 371 a 475 nt y pertenece al género Pospiviroid

de la familia Pospiviroidae (Palacio et al., 1999; Szychowski et al., 2005; Hajeri et al., 2011).

Sintomas

Citrus exocortis viroide puede infectar a todas las variedades de citricos y la mayoria son
asintomaticos. Sin embargo, cuando se observan sintomas, estos se desarrollan cuando las varetas
provienen de plantas infectadas y se injertan en portainjertos susceptibles como Poncirus trifoliata,
lima Rangpur, y a veces Swingle. Los arboles injertados en P. trifoliata son los mas susceptibles,
presentan descamacion de la corteza y retraso del crecimiento, principalmente cuando los arboles
tienen aproximadamente 4 afios. Al inicio aparecen agrietamientos y después desprendimiento de

la corteza debajo del sitio de unién portainjerto-injerto (Barkley 2008).

El CEVd provoca disminuciéon en la cantidad de arginina, aumento de lisina y en algunos

casos se observa acumulacion de goma en la porcion inferior al punto de unidn portainjerto-injerto.
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En plantas sanas se tienen mayores concentraciones de &cido méalico y menores de &cido citrico

que en las enfermas (Palacio et al., 1999; Uc et al., 2005).

La exocortis no tiene efecto en la calidad del fruto pero reduce el rendimiento del arbol, el
tipo y gravedad de los sintomas dependen del portainjerto, cultivar y presencia de otros viroides.

Las altas temperaturas también pueden acelerar el desarrollo de los sintomas (Barkley 2008).

Tolerancia y susceptibilidad

Los hibridos de citrange Troyer y Carrizo (Citrus sinensis x P. trifoliata) , lima Rangpur
(C. limonia), utilizados como portainjertos, son susceptibles a exocortis (Barbosa et al., 2005).
Cuando los cultivares tolerantes son injertadas sobre portainjertos sensibles, la descamacion de la
corteza se puede observar en el tronco, mientras la copa del arbol se torna de color amarillento y

hay reduccion de tamafio (Eiras et al., 2013).

Cachexia o xyloporosis.

Reichert y Perlberger (1934) informaron sobre una nueva enfermedad a la que
denominaron xyloporosis, que aparecié en 1928, en plantaciones de naranjo dulce Shamouti
injertados en lima dulce Palestinian (PSL), portainjerto usado en el area Britanica de Palestina.
Estos autores describieron tres fases esenciales del desarrollo de xyloporosis: a) pequefias
depresiones en la corteza del portainjerto y pequefias picaduras de color marrén en la parte interior

de la corteza. Estos sintomas aparecen al afio de realizar el injerto y son mas notables cerca de la
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unién. b) la madera se decolora, las ramas del arbol se doblan y sus hojas se tornan de color
amarillo. c) Se forman rajaduras en la corteza y ésta se vuelve de color negro mientras que las
hojas son pequefias y de color amarillo. Con el tiempo, las ramas se marchitan y mueren (Bar

2015).

Childs (1950) al hacer transmision por injerto de una enfermedad en mandarinas
denominada cachexia observo los sintomas antes descritos para xyloporosis. Estos resultados
sugirieron que xyloporosis y cachexia eran la misma enfermedad, y con base en la convencion de
dar prioridad a los nombres cientificos, se propuso el uso de caquexia para nombrar a esta
enfermedad (Serra et al., 2008). En el resto del texto de este documento se emplearé el término

cachexia.

Norman y Childs (1963) trataron de transmitir la cachexia con cinco especies de insectos
sin lograrlo y Olson (1965) demostré que esta enfermedad no se transmite por semilla. Bar-Joseph
(2003) por su parte, demostr6 que cachexia es causada por variantes de HSVd (Hop stunt viroid)

(Eiras et al., 2013), especificamente Citrus viroid 11 (CVd-I1).

Citrus viroid 11 (CVvd-II)

Los genomas de los viroides del grupo CVd-Il (CVd-lla, CVvd-lIb y CVd-lIc) estan
conformados de 284 a 375 nucleotidos y son considerados como variantes del HSVd causantes de
la cachexia (Reanwarakorn et al., 1999; Semancik et al., 1992). Citrus viroid-Ila tiene 302 nt e
induce leves grietas en la corteza de naranjo trifoliado (Poncirus trifoliata) mientras que CVd-Illb

posee 298 6 299 nt y CVd-lic de 295 a 296 nt (Onelge et al., 2004; Vidalakis et al., 2005).
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Sintomas

Los citricos afectados por cachexia muestran decoloracion del floema, picado del tallo,
rajaduras y descortezamiento de ramas, enanismo, clorosis y declinamiento que conlleva a la
muerte. Esta enfermedad afecta mandarina (Citrus reticulata), clementina (C. clementina),

satsuma (C. unshiu) asi como tangelo (C. paradisi x C. reticulata) (Serra et al., 2008).

Tolerancia y susceptibilidad

Los hibridos de mandarina (tangors y tangelos), mandarina (C. reticulata), satsuma (C.
unshiu) Fortunella spp., C. clementina, C. macrophylla, lima Rangpur (C. limonia) y Poncirus

trifoliata son susceptibles (Barbosa et al., 2005; Eiras et al., 2013).

Enanismo

Como se indicé previamente, CEVd y CVdIl son los agentes causales de exocortis y
cachexia, respectivamente. Ambos viroides tienen varios hospedantes entre las plantas rutaceas y
no rutaceas. En contraste, Citrus viroid 111 (CVd-111) solo se ha encontrado en plantas del género
Citrus de forma asintomatica (Barbosa et al., 2005). No obstante, se ha observado enanismo en
plantas de citricos injertadas en naranjo trifoliado (Poncirus trifoliata) y sus hibridos, asi como en
lima Rangpur (C. limonia) donde ademas reduce el dosel del arbol pero no afecta el rendimiento

ni la calidad de los frutos (Hutton 2000; Verniere et al., 2004).
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En 2010 el Departamento de Agricultura y Alimentacion de California (CDFA) aprobo el
uso comercial de una variante de este viroide denominado TsnRNA-I1Ib (syn. Citrus dwarfing
viroid-111b con fines comerciales (Verniére et al., 2004; Vidalakis et al., 2011). Esta variante
reduce el volumen del arbol, aumenta el tamafo del fruto y rendimiento de naranja dulce (Citrus
sinensis) injertado en Poncirus trifoliata sin causar alguna alteracion que pudiera perjudicar la

produccion (Tessitori et al., 2002; Verniere et al., 2004).

Citrus dwarfing viroid (CVd-I11)

La primera descripcion de este viroide data de 1988, cuando se identificaron otros ARNSs
que migraban de manera diferente a las conocidas en otros casos (CVd-Illa, CVvd-Illb, CVd-Ilicy
CVd-IlId) y su tamafio se estimé en un intervalo de 280 a 292 nt (Duran-Vila et al., 1988). La
secuenciacion de estas bandas demostrd que se trataba de variantes de un mismo viroide (CVd-
I11), con elevada identidad de secuencia entre ellos (Rakowski et al., 1994). EI CVvd-IlI ha sido
recientemente nombrado como Citrus dwarfing viroid (CDVd) y se ubic6 en el género Apscaviroid

dentro de la familia Pospiviroidae (Murcia et al., 2009; Nubia et al., 2011).

Sintomas

Verniére et al., (2004) mencionan que el Gnico efecto visible de CDVd es el enanismo en
arboles infectados por lo que podria ser un agente de interés comercial para reducir el tamafio de
citricos sin inducir otro efecto indeseable. En arboles de clementina injertados en Poncirus

trifoliata, no se observaron interacciones antagonicas entre CEVd-CDVd o CBLVd-CVd-IlI
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(Verniere et al., 2005). Asimismo el CDVd solo o en combinacién con variantes de Hop stunt

viroid que inducen cachexia también es capaz de reducir el tamafio del arbol (Hutton 2000).

Diagnostico de virus y viroides

En la actualidad existen varios métodos disponibles para deteccion de virus y viroides en

citricos. Algunos de los mas comunes son.

Indexacion bioldgica. consiste en el injerto de materiales sospechosos en plantas
indicadoras de citricos (Mart1 et al., 2004; Achachi et al., 2014). Este procedimiento tiene la
desventaja de ser lento y costoso, ademas de requiere instalaciones adecuadas, personal capacitado

y no puede ser utilizada a gran escala (Mart1 et al., 2004).

DAS-ELISA (Garcia et al., 1997) y TAS-ELISA (Alioto et al., 1999) son los métodos
desarrollados y aplicados en un gran nimero de estudios en campo. Los antisueros producidos
contra la cépside viral son de uso generalizado en los kits estandarizados que se venden
comercialmente (Loconsole et al., 2006). Sin embargo, a veces es dificil utilizar estas técnicas para
detectar ciertos virus en citricos debido a la distribucion heterogénea en arboles infectados. Las
propiedades antigénicas de los virus a detectar y las variaciones en la sensibilidad/precision de las
pruebas también limitan el uso de estas pruebas seroldgicas ademas de que no son aplicables en el

caso de viroides (Rosa et al., 2007).

Esfuerzos considerables se han realizado durante los Gltimos 10 afios para desarrollar y

aplicar métodos moleculares més fiables, menos costosos y més sensibles basados en la reaccion
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en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) e hibridacion (Albiach, 2012;
Barthe et al., 1998; De Francesco et al., 2015; Loconsole et al., 2009; Rosa et al., 2007).
Considerando la alta frecuencia de arboles infectados con un complejo viral o viroidal
recientemente se ha establecido la RT-PCR dlplex y multiplex en un solo paso y la RT-PCR en

tiempo real (Giuliana et al., 2010).

La RT-PCR es un método rapido y fiable para la deteccion de virus y viroides de plantas
infectadas. Actualmente, la RT-PCR es la técnica méas sensible para conocer la presencia o

ausencia de ARN especifico (Ragozzino et al., 2004).
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MATERIALES Y METODOS

Area y material vegetativo de estudio

El estudio se realizd en huertos comerciales ubicados en los municipios de Cazones, San
Rafael, Misantla, Martinez de la Torre, Atzalan, Cuitlahuac y Amatlan de los Reyes, Veracruz,

que son los principales exportadores de lima persa en México (Figura 3).

Tumau\ipas',

San Luis
Potosi

Golfo de
México

Tabasco

Oaxaca r:J Chiapas

Figura 3. Municipios productores de lima persa del estado de Veracruz donde se realizo el presente
estudio.
Fuente:http://www.cuentame.inegi.org.mx/monografias/informacion/ver/territorio/div._municipal
.aspx?tema=me&e=30
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Muestreo y evaluacion de incidencia

En cada huerto se eligieron al azar 20 arboles distribuidos en un bloque de
aproximadamente 24 x 30 m para evaluar el porcentaje de plantas con sintomas asociados a
tristeza, psorosis, exocortis, cachexia y enanismo. Posteriormente, en cada bloque se seleccionaron
cinco arboles, con disposicion en cinco de oros, de los cuales se colectaron cuatro brotes en
crecimiento activo (un brote por orientacion cardinal) de la estacion de crecimiento de verano
(junio-agosto de 2016) para formar una muestra compuesta. En huertos que contenian arboles
propagados en portainjertos (PI) distintos [naranjo agrio (C. auriantum), limén volkameriano (C.
volkameriana), swingle (C. paradisi x P. trifoliata), citrange C-35 (C. sinensis x P. trifoliata),
Dragdn Volador (P. trifoliata)], se ubicaron bloques de 20 arboles de cada portainjerto para evaluar
incidencia de plantas con sintomas y realizar la colecta de brotes como se describid previamente.
Las muestras se envolvieron con papel estéril, se identificaron y colocaron dentro de bolsas de

polietileno en una hielera para su traslado al laboratorio.

Extraccion de acidos nucleicos

Se realiz6 extraccion de acidos totales con el producto Concert™ Plant RNA Reagen
(Invitrogen™) (Barbosa et al., 2012) y de RNA total con TRIzol® Reagent (InvitrogenMT,
AccesoLab®) (Rizza et al., 2009) siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. La
concentracion y pureza de los &cidos nucleicos se verificaron con NanoDrop™ 2000

Spectrophotometer.
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Retrotranscripcion-PCR (RT-PCR)

Para Citrus tristeza virus (CTV) se emplearon los iniciadores CPKF
(5’AACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGA3’) y CPKR
(5’TCAACGTGTGTTGAATTTCCCAAGC3’) que amplifican un fragmento de 273 pb del gen
de la cubierta proteica (Rivas et al. 2008) por PCR directa. Para Citrus psorosis virus (CPsV) se
utilizaron  los iniciadores Ps66 (5’'TCGAAGCTGTATGATGGTGA3’) 'y Ps65
(5 TGCCATCTGGAGTGAGGCT3’) que amplifican un fragmento de 430 pb del gen de la
capside de acuerdo con el protocolo de Achachi et al. (2015) y Marti et al. (2004). En el caso de
Citrus  exocortis  viroid (CEVd) se emplearon los iniciadores  CEVd-h
(5"GGAAACCTGGAGGAAGTCG3’) y CEVd-c (5'CCGGGGATCCCTGAAGGA3Z’) siguiendo
el protocolo reportado por y el protocolo reportados por (Almeyda et al. 2007) que amplifican un
fragmento de 370 pb. Para Citrus cachexia viroid (CVd-I1) se utilizaron los iniciadores CVd-1I-h
(5'CGCCCGGGGCAACTCTTCTCAGAATCC3?) y Cvd-ll-c
(5'GCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGS3’) que amplifican un fragmento de 300 pb (Palacio
et al., 1999; Almeyda et al., 2002). Por ultimo Citrus dwarfing viroid (CVd-I1l) se utilizaron los
iniciadores Cvd-IlI-h (5'GGCAGCTAAGTTGGTGACGC3’) y Cvd-lll-c
(5'TTCGTCGACGACGACAGGTAZ3’) que amplifican un fragmento de 295 pb (Palacio et al.,
1999) por RT-PCR, con las modificaciones siguientes: por cada tubo de PCR se adicion6 0.5 uL
del primer R (Ps65, CEVd-c, CVd-lI-c, CVd-lll-c) en 4.5 pL de agua + 1 uL de RNA molde de
cada muestra y se incub6 a 72°C por 5 min en termociclador Techne® TC-512. Posteriormente los
tubos de colocaron en hielo por 10 min. A cada muestra se adicionaron 4 pL de la mezcla de RT
que contenfa 2 pL Buffer 5X de M-MLV (PROMEGA) + 1 pL de DTT 10mM (PROMEGA) +

0.5 pL de dNTP’s Mix (PROMEGA) + 1.5 pL de M-MLV Reverse Transcriptase (PROMEGA),
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y se procedio con la Retrotranscripcion programando el termociclador a 42°C por 60 min y 72°C

por 10 min

La PCR en todos los casos (CTV, CPsV, CEVd, CVd-Il y CVd-I11l) se realizé agregando a
cada tubo 9 pL de la mezcla que contenia 2 puL Green buffer GoTag DNA Polimerasa
(PROMEGA), 0.4 pL de MgCly, 0.2 pL de dNTP’s, 0.6 pL de primer F respectivo, 0.6 pL de
primer R respectivo y 0.1 pL de GoTagq DNA Polimerasa (PROMEGA) + 2 pL de DNA + 5.1 pL

de agua.

Se incluyeron testigos positivos de CPsV y CEVd proporcionados por el Centro Nacional
de Referencia Fitosanitaria perteneciente a la Direccion General de Sanidad Vegetal y el Dr.

Ramiro Gonzélez Garza (Biociencia, S.A. de C.V.), respectivamente.

Electroforesis

Los productos obtenidos de PCR de los virus y viroides se visualizaron en un gel de agarosa
al 2% adicionado con bromuro de etidio a 88V durante una hora. El gel se observo y fotografié en

transiluminador QUANTUM ST5® (Vilver Lourmat).

Secuenciacion

Los productos obtenidos de PCR de virus y viroides se purificaron con el kit Wizard® SV

Gel and PCR Clean-Up System siguiendo las indicaciones del fabricante para su secuenciacion.
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Se obtuvo una secuencia consenso de cada virus y viroide la cual se compar6 con las depositadas

en el GenBank.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Area y material vegetativo de estudio

En total se muestrearon 12 huertos de lima persa en siete municipios del estado de Veracruz
(Cuadro 1). Se encontraron seis portainjertos: naranjo agrio (Citrus aurantium), C-35 (C. sinensis
x Poncirus trifoliata), swingle (C. paradisi x Poncirus trifoliata), carrizo (P. trifoliata x C.
sinensis), dragén volador (P. trifoliata) y limén volkameriano (C. volkameriana); en algunos
huertos se tuvieron hasta tres portainjertos (Cuadro 1). Asimismo, se observaron diferencias en la
edad de los arboles y manejo agrondmico de los huertos recorridos. Para analisis, el manejo
agrondémico se agrupo en tres tipos: a) Tecnificado en donde se tenia calendarizacion de riego,
fertilizacion, poda y cosechas por afio; b) Semi-tecnificado consistente en sistema de riego y podas;

c) No tecnificado en el cual no se tenia sistema de riego, solo podas.

Muestreo y evaluacién de incidencia

Los sintomas observados en los huertos muestreados fueron agrietamiento y
descortezamiento del tronco y ramas principales, muerte de ramas terminales y presencia de goma
(Figura 4). Con base en lo anterior, en cada huerta se evaluo la incidencia de &rboles que mostraron
estos sintomas. Se encontrd que por portainjerto fluctud de 0 a 100% en arboles > 4 afios, siendo

mas alta en limon volkameriano de Martinez de la Torre, naranjo agrio en Atzalan y trifoliado en
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Amatlén de los Reyes (100%) y menor en naranjo agrio de una plantacién nueva (menos de un

afo) en Cazones (0%) (Cuadro 2).

Cuadro 1. Manejo agronémico y portainjertos encontrados en los huertos muestreados para la
deteccion de Citrus tristeza virus, Citrus psorosis virus, Citrus exocortis viroid, Citrus cachexia
viroid y Citrus dwarfing viroid en siete municipios del estado de Veracruz.

Municipio Nombre del huerto? Ubicacién Portainjerto® Clave
geografica

Ccz El bohemio ? 20°42°778" NA plantacion vieja 1
Cz El bohemio ? 20°42°702" NA plantacion nueva 2
Ccz El bohemio ? 20°42°476" C-35 3
MT eMT San Rafael ° 20°08°550" S 4
MT eMT San Rafael ° 20°08°551" C 5
MT eMT San Rafael ° 20°08°458" DV 6
MT eC El Rapadero ° 20°06°484" LV 7
MT eC El Rapadero ® 20°06°484" DV 8
AT Avién ? 19°59°747" LV 9
AT Avion @ 19°59°736" S 10
AT Avion @ 19°597935" NA 11
SR Santa Michelle ® 20°107407" NA 12
SR Santa Michelle ° 20°107193" S 13
SR Santa Michelle ° 20°107229" DV 14
MS Ejido vega redonda® 20°08°667" C-35 15
MT eC Santa fe © 20°057910" NA 16
CT Vivero rincon 18°50"357" NA 17
CT Hermanos Nava ° 18°50°207" NA 18
CT Ejido San Juan de la 18°48713" NA 19

punta °
CT Rancho Asuncion © 18°46°198" NA 20
AR Colegio de 18°51°765" T 21

Postgraduados Campus

Cordoba P
CT Vivero rincon ® 18°50"357" NAE 22

1CZ: Cazones, MT eMT: Martinez de la Torre-ejido Maria de la Torre, MT eC: Martinez de la
Torre-ejido Cafiadas AT: Atzalan, SR: San Rafael, MS: Misantla, CT: Cuitlahuac, AR: Amatlan
de los Reyes. 2Manejo agronémico 2Tecnificado, "Semitecnificado y °No tecnificado 3NA: Naranjo
agrio (Citrus aurantium), C35: (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata), S: Swingle (Citrus paradisi
x P. trifoliata), C: Carrizo (P. trifoliata x C. sinensis), LV: limon volkameriano (Citrus
volkameriana), DV: Dragon volador (P. trifoliata), T: trifoliado, NAE: Naranjo agrio especial.
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Figura 4. Sintomas observados en campo: a) agrietamiento de ramas principales; b)
descortezamiento de rama; c) descortezamiento del tronco principal del injerto; d) agrietamiento
de rama con exudado gomoso; e) agrietamiento del tronco principal y presencia de goma; f)
amarillamiento y muerte de ramas terminales; g) agrietamiento de rama del tercer orden.

Tristeza de los citricos

En el presente estudio se analizaron en total 22 muestras compuestas de cinco arboles de
lima persa, colectadas de los siete municipios del estado de Veracruz (Cazones, San Rafael,

Martinez de la Torre, Misantla, Atzalan, Cuitldhuac y Amatlan de los Reyes). En 12 muestras se
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obtuvo el fragmento esperado de 273 pb para Citrus tristeza virus, procedentes de los municipios
de Martinez de la Torre, Atzalan, Cuitlahuac y Amatlan de los Reyes (Figura 5). Cuatro muestras
que amplificaron el fragmento fueron secuenciadas y se tuvo de 94 a 97% de identidad con Citrus

tristeza virus al compararlas con la base de datos del Gen Bank.
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Figura 5. Producto de PCR obtenidos con primérs eSpecificos para u eh‘ las muestras 1-13 @y
14-22 (b) que amplifican un fragmento de 273 pb. M: marcador molecular de 100 pb; N: testigo
negativo agua.
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El primer reporte de la tristeza de los citricos en México fue en el estado de Tamaulipas en
1983. Los informes de SENASICA mencionan que hasta 2014 se habian detectado plantas
positivas a VTC en 21 de las 24 entidades donde se cultivan citricos (SENASICA, 2014).
(publico.senasica.gob.mx/includes/asp/download.asp?ldDocumento...true). En el municipio de
Cuitldhuac los éarboles que fueron positivas a CTV mostraban amarillamiento, declinamiento y
ramas terminales secas (Figura 6), mientras que en los dem&s municipios no se observo
amarillamiento pero si muerte de ramas terminales, esto pudo deberse al grado de tecnificacion
que se tiene en cada huerto. En Colombia se observé que arboles de lima Tahiti positivos a CTV
tenian hojas de tamafio reducido, clorosis intervenal, declinamiento y amarillamiento generalizado
(Quirogaetal., 2010). Debido a que la regién de estudio se utilizan diversos portainjertos, origenes
de la planta y manejo agrondmico, los arboles muestran deficiencias nutrimentales que pueden

confundirse con sintomas de tristeza por lo que es dificil atribuirlos al CTV.

El portainjerto mas usado en la zona de estudio fue naranjo agrio (C. aurantium). Moreno
et al (2008) mencionan que en naranjos, mandarinos y pomelos injertados en naranjo agrio e
infectados con CTV es comun observar declinamiento, amarillamiento y muerte de los arboles en
unas cuantas semanas, sintomas que no fueron observados en los arboles analizados en los cuatro
municipios donde se encontraron muestras positivas a CTV. Otros portainjertos usados en la regién
de estudio son considerados tolerantes como es el caso de Swingle, Carrizo, VVolkameriano y

Dragén Volador (Bar-Joseph et al., 1989; Laino et al., 2016).
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Figura 6. Sintomas observados en huertos de Cuitlahuac y Martinez de la torre: a) amarillamiento
y muerte de ramas terminales; b) muerte de ramas generalizado; ¢) muerte de arbol con hojas secas,
frutos y frutos amarillos adheridos; d) muerte de ramas terminales y decaimiento del arbol.

Una de las causas por las que algunas muestras no fueron positivas a CTV, pudo deberse
a que no esta presente el virus, o bien, a que la época y tipo de muestreo no fueron los adecuados.
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En el caso de Espafia, no se recomienda realizar el muestreo de arboles para deteccion de CTV en
épocas muy célidas porque hay resultados inconsistentes debido a la baja replicaciéon del virus
(Cambra et al., 2000). Asimismo, es posible que el ARN tuviera contaminantes que inhibieron la
reaccion de PCR (Rivas et al., 2008). La presencia del CTV en los huertos estudiados pudo tener
su origen desde el establecimiento de los mismos, ya que algunos productores comentaron que no
siempre adquirian plantas certificadas. Aun cuando con fundamento en la Norma Oficial Mexicana
NOM-031-FITO-2000, se implement6 la campafia contra el Virus Tristeza de los Citricos, en la
cual se contemplan acciones de muestreo y diagnostico del patégeno en plantas de huertos
comerciales, de traspatio y viveros, lo que ha permitido la deteccion y eliminacion de 12,600
plantas positivas. Considerando que la estrategia mas viable para la prevencion del dafio por este
virus es el uso de portainjertos tolerantes (aunque susceptibles a cachexia, exocortis y psorosis),
se implement6 el Programa Nacional de Certificacion de Material Propagativo de Citricos,
fundamentado en la Norma Oficial Mexicana NOM-079-FITO- 2002 y en la actualidad se cuenta
con aproximadamente 100 unidades certificadas bajo este esquema, los resultados obtenidos

muestran que ambas normas no se han aplicado eficientemente.

En los municipios muestreados habia plantas injertadas en naranjo agrio (Cazones,
Martinez de la Torre, Atzalan, San Rafael y Cuitlahuac), se observaron sintomas en lima persa,
pero en diferente intensidad dependiendo de la tecnificacion del cultivo, en Cazones, Atzalan y
San Rafael se observo amarillamiento de hojas 50% de la plantacion, mientras que, en Cuitlahuac
fue 80% con amarillamiento generalizado y muerte de ramas terminales de lima persa: Cuando los
portainjertos fueron Dragon Volador (San Rafael y Martinez de la Torre), C-35, swingle y carrizo
(Cazones, Martinez de la Torre, Atzalan, San Rafael y Misantla) los sintomas fueron

amarillamiento y solo en algunos casos muerte de ramas, la incidencia varid de 10 a 60%.
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Psorosis

De las 22 muestras analizadas, 18 amplificaron para Citrus psorosis virus procedentes de
los municipios de Martinez de la Torre, Atzalan, San Rafael, Cuitlahuac y Amatlan de los Reyes
(Figura 7). Cuatro muestras que amplificaron el fragmento esperado 430 pb, fueron secuenciadas
y tuvieron 97% de similitud con Citrus psorosis virus al compararse con la base de datos del

GenBank.

De las cuatro muestras que resultaron negativas (2, 3, 9 y 15), las primeras dos procedian
del municipio de Cazones del huerto “El Bohemio” [plantacion nueva injertada en naranjo agrio y
plantacion injertada en C-35 (plantas provenientes de vivero certificado)]; la tercera muestra fue
del municipio de Atzalan del huerto “El Avion” con portainjerto limén volkameriano y la ultima
muestra pertenecia al municipio de Misantla del huerto “Ejido Vega Redonda” injertadas en C-35
(plantas provenientes de vivero certificado). El hecho de que tres muestras negativas provengan
de vivero certificado, muestra que el origen del material vegetativo es importante para la presencia

de la enfermedad.

En México existen dos reportes de la presencia de psorosis en el estado de Nuevo Le6n en
huertos de naranja Mars con méas de 20 afios (Barragan et al., 2008; Iracheta et al., 2004). Por su
parte SAGARPA y SENASICA informan que la psorosis se encuentra en plantaciones comerciales
de todo el pais (Guerrero et al., 2013). Cabe indicar que el periodo de incubacion de la psorosis en
naranja es de méas de 10 afos después de los cuales se observa descamacion de la corteza del tronco
y manchas en las hojas jovenes (Achachi et al., 2014; Barragan et al., 2008; Iracheta et al., 2004;

Marti et al., 2004).
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Figura 7. Productos dela PCR‘ obtenidos con iﬁiciédbfes especificos para Citrus psorosis virus en
las muestras 1-18 (a) y 19-22 (b) que amplifican un fragmento de 430 pb. P: testigo positivo. M:
marcador molecular de 100 pb. N: testigo negativo agua.

En lima persa se desconocen los sintomas ocasionados por esta enfermedad, no obstante,
en esta investigacion algunos de los arboles que fueron positivos a CPsV mostraban descamacion
y clorosis (Figura 8), mientras que otros fueron asintomaticos, lo cual pudo deberse a que se

encontraban injertadas en materiales considerados tolerantes como naranjo agrio (C. aurantium) y
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limén rugoso (C. jambhiri), o bien, al grado de tecnificacion (principalmente nutricion) que se
tiene (Iracheta et al., 2004; Roistacher, 1933). En estudio realizaron en Tucuman, Argentina, se
observo descortezamiento del tronco y ramas y en algunos casos anillos cloréticos en hojas y frutos
asi como tincién de la madera en arboles de naranjo, mandarino y pomelo, mientras que en los

portainjertos naranjo agrio y limon rugoso no presentaban sintomas (Figueroa et al., 2009).

Figura 8. Sintomas observados en tronco principal: a, b y ¢) descortezamiento del tronco de lima
persa

En huertos de Cazones y Atzalan, las plantas injertadas en naranjo agrio, solo se observo
descortezamiento, que parecia no afectar la produccion debido a la tecnificacion del cultivo en

dichos municipios, mientras que, en Martinez de la Torre, San Rafael y Cuitlahuac, plantas
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injertadas en naranjo agrio, Unicamente presentaron descortezamiento y agrietamientos el injerto.
Cuando el portainjerto fue, Dragon Volador (San Rafael y Martinez de la Torre), C-35, swingle y
carrizo (Cazones, Martinez de la Torre, Atzalan, San Rafael, Misantla) los sintomas fueron

descortezamiento en diferentes grados de intensidad, la incidencia vario de 50 a 80%.

Debido a que en esta investigacion las plantas positivas a psorosis también lo fueron para

exocortis, no es posible asociar algin sintoma a cualquiera de las enfermedades.

Exocortis

En el caso de Citrus exocortis viroid, 20 de las 22 muestras procedentes de los municipios
de Cazones, San Rafael, Martinez de la Torre, Misantla, Atzalan, Cuitldhuac, y Amatlan de los
Reyes, amplificaron el fragmento esperado de 370 pb y dos procedentes del huerto “El Bohemio”
del municipio de Cazones no se tuvo amplificacion (Figura 9). Estos resultados negativos pudieron
deberse a que no esta presente el viroide, o bien, a la distribucion asintomética del mismo en el
dosel del arbol. Las muestras amplificadas en los municipios de Cazones, Martinez de la Torre,
San Rafael, Misantla y Cuitlahuac tuvieron 99% de similitud con Citrus exocortis viroid en la base

de datos del GenBak.
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Figura 9. Productos de PCR obtenidos con iniciadores especificos para Citrus exocortis viroid
en las muestras 1-13 (a) y 14-22 (b) que amplifican un fragmento de 370 pb. P: testigo positivo;
M: marcador molecular de 100 pb; N: testigo negativo agua.

La exocortis es una de las limitantes sanitarias severas de los citricos, distribuida en la
mayoria de las zonas productoras del mundo, donde no funcionan los programas de saneamiento
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y produccion de material de citricos certificados (Lin et al., 2015). Se ha observado que en naranjo
dulce (C. sinensis) y mandarina (C. reticulata) puede reducir el rendimiento hasta 50% ademas de
causar declinamiento del vigor, agrietamiento de la corteza y eventualmente muerte de los arboles
(Almeyda et al., 2007). Estos sintomas son mas evidentes en materiales injertados en portainjertos
susceptibles como Poncirus trifoliata, citrange Troyer (C. sinensis X P. trifoliata), citrange Carrizo
(C.sinensis x P. trifoliata) y lima Rangpur (Elleuch et al., 2006). En todas las huertas muestreadas
en la presente investigacion se observaron diferentes grados de descortezamiento, asi como
agrietamientos de la corteza del tronco y ramas principales de lima persa, por lo que podemos
sefialar que es susceptible a esta enfermedad (Figura 10), por lo anterior, al ocasionar dafio en la
corteza, puede permitir el ingreso de Phytophthora spp., y el oomyceto mostrar la secrecion de
goma caracteristica que observa el productor y asocia como causante de la muerte de plantas.
Debido a lo anterior, la deteccion oportuna de este patdgeno es fundamental para optimizar el

manejo de la exocortis.

En México solo existe un reporte de viroides asociados a lima persa en los estados de
Yucatéan, Veracruz, Tabasco y Colima, mediante RT-PCR. En el cual se detect6 al CEVd en 20 de
30 muestras analizadas (Almeyda et al., 2002), pero no indica los Municipio en los que se
realizaron los muestreos, la edad de los arboles, ni los portainjertos encontrados. (Guerrero et al.,
2013) reportan que en 50% de las plantaciones comerciales de naranja (C. sinensis) en Nuevo Leon
y Tamaulipas se encuentra el CEVd y que posiblemente se encuentre en porcentajes similares en
citricos dulces en todo el pais y en forma endémica en la mayoria de las plantaciones de lima persa.

Sin embargo, es necesario realizar mas trabajos al respecto para corroborar lo anterior.
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Figura 10. Sintomas observados en tronco principal del portainjerto e injerto: a) agrietamiento y
descortezamiento de ramas principales de L. persa; b) descortezamiento de tronco principal del
injerto; c) agrietamiento del portainjerto y cultivar; d) descortezamiento del portainjerto.
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Dado que CEVd se encontrd en todos los municipios estudiados, es importante que el
establecimiento de nuevas plantaciones o reposiciones se realicen con las plantas propagadas con
material vegetal certificado y se realicen inspecciones periddicas de las mismas de acuerdo con la
NOM-079-FITO-2002 para limitar su dispersion. También es importante desinfestar las
herramientas de corte durante las préacticas de poda comunes en este cultivo. La diseminacion
involuntaria de esta viroide es mayor cuando la combinacion patrén-injerto no permite observar
de sintomas en el portainjerto, lo que ocurre cuando lima persa cuando ésta injerta en naranjo agrio
(C. aurantifolia) (Almeyda et al., 2003), o bien, debido al prolongado periodo de incubacion
(Barkley, 2008). Cabe indicar que anteriormente las plantas de lima persa morian después de 10
afios, pero actualmente ocurre desde los cinco afios, lo que hace que esta actividad sea cada vez
menos rentable y debido a la falta de conocimiento por parte de los productores y técnicos este
problema no se ha atenido como corresponde y siguen utilizando material no certificado, ademas

se mantiene la produccion de plantas en viveros no certificados a cielo abierto.

En los municipios muestreados habia plantas injertadas en naranjo agrio (Cazones,
Martinez de la Torre, Atzalan, San Rafael y Cuitlahuac), s6lo se observaron sintomas en lima
persa, pero en diferente intensidad dependiendo de la tecnificacion del cultivo, en Cazones,
Atzalan y San Rafael se observé descortezamiento de ramas principales en 55% de la plantacion,
mientras que, en Cuitlahuac fue 100% con descortezamiento y agrietamientos del tronco y ramas
principales de lima persa: Cuando el portainjerto fue, Dragon Volador (San Rafael y Martinez de
la Torre), los sintomas se observaron en el portainjerto y lima persa en 90% de los arboles
evaluados. En huertos donde el portainjerto fue C-35, swingle y carrizo (Cazones, Martinez de la
Torre, Atzalan, San Rafael, Misantla) los sintomas fueron agrietamientos y descortezamiento en

tronco y ramas principales de lima persa la incidencia vario de 50 a 80%.
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Cachexia

Por otro lado, 16 muestras pertenecientes a los municipios de Cazones, Martinez de la
Torre, San Rafael, Cuitldhuac y Amatlan de los Reyes amplificaron el fragmento esperado de 300
pb para Citrus viroid Il (Figura 11) y las secuencias obtenidas de cuatro muestras tuvieron de 96 a

100% de similitud con el viroide en la base de datos del GenBak.

Figura 11. Productos de PCR obtenidos con iniciadores especificos para Citrus viroid Il que
amplifican un fragmento de 300 pb. M: marcador molecular de 100 pb; N: testigo negativo agua.
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Los resultados negativos pudieron deberse a que la época y tipo de muestreo no fueron los
adecuados. Reichert y Perlberger (1934) observaron picado del tronco de lima dulce de "Palestina”
(C. limettioides) asociados al viroide (Eiras et al., 2013). Cabe indicar que nosotros no observamos
picado de tronco, sin embargo, en todas las huertas vimos descortezamiento en ramas de tercer y

cuarto orden.

Las plantas de citricos afectadas por cachexia muestran decoloracion del floema, picado
del tallo, rajaduras y descortezamiento de ramas, enanismo, clorosis y declinamiento que conlleva
a la muerte. Esta enfermedad afecta mandarinas (Citrus reticulata), clementinas (C. clementina),
satsumas (C. unshiu), algunos hibridos de mandarina como tangelos (C. paradisi x C. reticulata)
(Serra et al., 2008). En virtud de que observamos algunos de los sintomas antes sefialados,
podemos indicar que lima persa es susceptible a cachexia y que la virulencia del viroide dependera

de la combinacion injerto portainjerto.

Previamente se habia reportado a este viroide asociado a lima persa en los estados de
Yucatan, Veracruz, Tabasco y Colima (Almeyda et al., 2002), sin embargo no mencionan la edad
de las plantaciones, portainjertos y municipios en donde se colectaron sus muestras. (Guerrero et
al., 2013) mencionan que cachexia se encuentra en forma endémica en la mayoria de las
plantaciones de lima persa y en forma asintomatica en citricos dulces del pais. Como ya se
menciono, la cachexia induce tipicamente picado del tallo asi como retraso del crecimiento,
clorosis y decaimiento en especies susceptibles como mandarina o sus hibridos, C. macrophylla,
limon rugoso (C. jambhiri) y lima Rangpur (Malfitano et al., 2005) y lima persa (Almeyda et al.,
2002). En la mayoria de las plantaciones muestreadas no se observaron sintomas en los

portainjertos C. aurantium, C. volkameriana, y C-35 debido a que se consideran tolerantes al
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viroide (Barbosa et al., 2005), ademas de que los sintomas de agrietamientos solo se observaron

en las ramas de tercer y cuarto orden de lima persa (Figura 12).

Figura 12. Sintomas observados en ramas: a, b y ¢) agrietamiento de ramas de segundo, tercer
orden y terminales de lima persa.

En huertos de Cazones y Atzalan, las plantas injertadas en naranjo agrio, solo se observo
agrietamiento de ramas de tercer y cuarto orden (80-100%), que parecia no afectar la produccién
debido a la tecnificacion del cultivo en dichos municipios, mientras que, en Martinez de la Torre,
San Rafael y Cuitldhuac, plantas injertadas en naranjo agrio presentaron descortezamiento y
agrietamientos de ramas del primer al cuarto orden de lima persa: Cuando el portainjerto fue,

Dragdn Volador (San Rafael y Martinez de la Torre), los sintomas Gnicamente se observaron en
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ramas de cuarto orden de lima persa en 80% de los arboles evaluados. En huertos donde el
portainjerto fue C-35, swingle y carrizo (Cazones, Martinez de la Torre, Atzalan, San Rafael,
Misantla) los sintomas fueron agrietamientos de ramas de tercer y cuarto orden de lima persa la

incidencia vari6 de 60 a 90%.

Enanismo

En el caso de Citrus dwarfing viroid (CVd-IIl) se tuvo amplificacion en 11 muestras
pertenecientes a los municipios de Martinez de la Torre, Atzalan, San Rafael, Cuitldhuac y
Amatlan de los Reyes (Figura 13). Las secuencias obtenidas de cuatro muestras tuvieron 99% de

similitud con este viroide.

En México se detectd Citrus dwarfing viroid en 11 de 30 muestras de lima de los estados
de Yucatan, Veracruz, Tabasco y Colima (Almeyda et al., 2002) y se desconoce su presencia en
otras entidades productoras de citricos, asi como su efecto en la produccion. En naranja navel
(Citrus sinensis) injertada en Poncirus trifoliata infectada con CVd-Ill puede reducir el tamafio
del arbol y su rendimiento, pero sin afectar el tamafio y apariencia del fruto, sus caracteristicas
organolépticas o el tiempo de maduracion (Vidalakis et al., 2011) lo cual pudiera estar asociado
con la baja variabilidad que tiene este viroide. En un estudio para conocer la variabilidad de CVd-
I11, se inocularon plantas y después de 25 afios se encontr6 que su secuencia era practicamente la
misma en naranja trifoliada, citrange troyer, citron etrog y naranja dulce naveliana, mientras que
en limon interdonato y limon volkameriano la secuencia fue totalmente diferente a la inoculada

(Tessitori et al.,2013).
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Figura 13. Productos de PCR obtenidos con iniciadores especificos para Citrus dwarfing viroid
en las muestras 1-19 (a) y 20-22 (b) que amplifican un fragmento de 295 pb. M: marcador
molecular de 100 pb; N: testigo negativo agua.

Resultados generales

Verniere et al. (2004) y Rizza et al. (2009), indicaron que infecciones mixtas de CVd-III
con CBLVd, HSVd, y CVd IV no provocan sintomas, mientras que, en presencia de CEVd y CVd-

111 hay reduccion significativa del crecimiento y rendimiento. Considerando que algunos arboles
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analizados en el presente estudio resultaron positivos al CVd-1Il1 y CVd-Ill, es posible que su

produccion esté siendo afectada negativamente, pero los productores que se han percatado.

Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman la presencia de CTV, CPsV,
CEVd, CVd-1l1 y CVd-III en todas las huertas de lima persa de los siete municipios de Veracruz
incluidos en el estudio (Cuadro 2). Los arboles infectados por virus y viroides mostraron
consistentemente agrietamiento de la corteza de ramas y tallos, en algunos casos combinado con

clorosis y reduccion del crecimiento, como se ha reportado previamente (Panno et al., 2014).

Dado que la productividad de lima persa también esta en funcion de la relacion portainjerto-
cultivar, es necesario elegir la combinacion mas adecuada considerando su adaptacion agronémica
y susceptibilidad a estos patégenos. La menor incidencia de estos virus y viroides se observé en
una plantacién nueva injertada en naranjo agrio en el municipio de Cazones (portainjerto
susceptible a CTV pero tolerante a viroides), contrario a los portainjertos trifoliados como Troyer
Citrange, lima Rangpur (C. limonia) y naranjo trifoliado (P. trifoliata) que son altamente

susceptibles a CEVd (Lin et al., 2015; Panno et al.,2014)).

La presencia simultanea de CTV, CPsV, CEVd, CVvd Il y CVd Il en la misma plantacién
sugiere que los productores estan empleando material de propagacion infectado y que no
desinfectan herramienta de poda, esto significa que no tienen conocimiento que las enfermedades
estan presentes y desconocen que acciones se deben llevar a cabo para mitigar o resolver el
problema, que puede estar relacionado con la presencia de otras enfermedades como tristeza

(CTV) que deben ser determinadas.

47



Cuadro 2. Deteccion de Citrus tristeza virus (CTV), Citrus psorosis virus (CPsV), Citrus
exocortis viroid (CEVd), Citrus cachexia viroid (CVd-I11), Citrus dwarfing viroid (CVd-I11l) en
siete municipios productores de lima persa (Citrus latifolia) en Veracruz, México.

Municipio/Huerto/ha ZPortain- Porcentaje de | CTV | CPsV | CEVd | CVvd | CVvd

-jerto arboles con 1 i
sintomas

Cazones/El Bohemio/ | 1.NA 55 - - + + -

250 2.NA 0 - - + - -
3.C-35 60 - - - - -

Martinez de la Torre- | 4.Sw 85 - + + + +

Maria De La Torre/San | 5.Ca 95 + + + + -

Rafael 6.DV 80 + + + - -

Martinez de la Torre- | 7.LV 100 - + + + -

Carfiadas/El Rapadero/50 | 8.DV 90 + + + + -

Atzalan/Avion/48 9.LV 50 + + + - -
10.Sw 60 + + + - -
11.NA 100 + + + + +

San Rafael/Santa | 12.NA 50 - + + + +

Michelle/ 17 13.5w 90 - + + + +
14.DV 10 - - + + +

Misantla/Ejido Vega | 15.C35 90 - - + + -

Redonda/1

Martinez de la Torre- | 16.NA 80 + + + + -

Cafiadas/Santa Fé/ 2

Cuitlahuac/Vivero 17.NA 80 + + + + +

Rincon/4.8

Cuitldhuac/Hermanos 18.NA 65 + + + + +

Nava/5

Cuitlahuac/Ejido  San | 19.NA 90 + + + + +

Juan de la Punta/5

Cuitldhuac/Rancho 20.NA 80 + + + + +

Asuncion/s

Amatlan de los | 21. 100 + + + + +

Reyes/CP Campus

Cordoba/l

Z Portainjertos: Swingle (Sw), limén volkameriano (LV), naranjo agrio (NA), Dragon Volador
(DV), C-35, Carrizo (Ca).
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CONCLUSIONES

En los huertos de lima persa de los municipios de Cazones, Martinez de la Torre, San
Rafael, Misantla, Atzalan, Cuitlahuac y Amatlan de los Reyes se encontraron: CTV, CPsV, CEVd,

cvd Iy cvd Iil.

Las plantaciones de Cuitldhuac mostraron sintomas mas evidentes de agrietamientos,
descamaciones y muerte de ramas terminales. En las muestras de este Municipio se detectaron los

cinco patdgenos en estudio.

En los huertos de los municipios de Cazones y Misantla los arboles mostraron sintomas

Menos Severos.

La presencia simultanea de estos patdgenos en la misma plantacion sugiere que se esta

empleando material de propagacion infectado y herramienta contaminada.

CPsV, CEVd y CVd-Il provocan descortezamiento y agrietamiento de tronco, ramas
principales y terminales que hacen que la planta tenga aperturas en donde puede entrar
Phytophthora spp., u otros patdgenos, es decir se vuelven vulnerables ante cualquier plaga, sin
olvidar que VTC y CVd-IIl no generan agrietamientos ni descortezamiento pero si debilitan la

planta.

El exudado gomoso que se genera en las plantas por la infeccién de Phytophthora spp. es
el sintoma més notorio para los productores, quienes asocian la muerte de las plantas a dicho
oomyceto, sin saber que pueden haber otras causas. Con esta investigacion podemos decir que la

muerte de las plantas de lima persa en Veracruz se debe a més de un patogeno.
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Este es el primer reporte de la presencia de estos patdgenos en lima persa en Veracruz

México.
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