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Fitosanitarias, en agosto de 2016.
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1.  Informacién sobre la plaga

El virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, CTV) causa una de las enfermedades
mas dafiinas de este cultivo, con epidemias devastadoras que han cambiado el curso de la
industria citricola (Moreno et al., 2008). El término portugués “tristeza” incorporado en el
nombre en inglés del virus, que significa justamente “tristeza” o “melancolia”, se refiere al
decaimiento observado en muchas especies de citricos injertados sobre patrones de
Citrus aurantium (naranjo amargo) o de Citrus limon (limonero). Aunque la tristeza es
fundamentalmente una enfermedad de la linea de injerto (Roman et al., 2004), algunas cepas del
CTV inducen otros sindromes, como acanaladuras o picado del tallo (en inglés, stem pitting),
enanismo, menor productividad y baja calidad del fruto en muchos cultivares comerciales,

incluso en ejemplares injertados sobre patrones tolerantes a la tristeza.

El CTV se origino probablemente en Malasia y en otros paises de Asia sudoriental, la supuesta
area de origen de los citricos, y se ha dispersado a casi todos los paises productores mediante el
movimiento de material vegetal infectado. La posterior dispersion a nivel local por medio de

varias especies de afidos (pulgones) vectores ha generado grandes epidemias.

Las primeras informaciones acerca de pérdidas de arboles injertados sobre naranjo amargo
fueron de Sudafrica, a comienzos del siglo XX, y de Argentina y Brasil en la década de 1930. Es
probable que esto haya sucedido tras la introduccion de plantas infectadas por el CTV,
presumiblemente infestadas por el afido vector mas eficaz como transmisor del virus, Toxoptera
citricida Kirkaldy. El decaimiento inducido por el CTV ha matado o dejado improductivos los
arboles injertados sobre patrones de naranjo amargo (Bar-Joseph et al., 1989; Cambra et al.,
2000a). Se han observado brotes del CTV en los Estados Unidos, algunos paises del Caribe y
algunos paises mediterraneos (en particular Italia y Marruecos). Se calcula que el CTV ha
afectado a 38 millones de arboles en el continente americano (principalmente en Argentina, el
Brasil, Venezuela y California, en los Estados Unidos), a 60 millones de arboles en la cuenca
del Mediterraneo (sobre todo en Espafia, con unos 50 millones de arboles afectados) y a unos
5 millones de arboles en otros sitios, los que suma mas de 100 millones de arboles en total. La
tristeza puede manejarse usando como patrones especies de citricos que inducen tolerancia a la
enfermedad. Algunas cepas agresivas del CTV pueden causar acanaladuras o picado del tallo en
ciertos cultivares de citricos independientemente del patron utilizado. Esto tiene un impacto
significativo en la calidad del fruto y el rendimiento de millones de arboles infectados por ellas
en la mayoria de las explotaciones de citricos de todo el mundo, excepto en las de la cuenca del
Mediterraneo, donde las cepas agresivas no estan presentes o no son predominantes. Para
manejar de manera eficaz la enfermedad del picado del tallo, algunos productores de citricos

han adoptado una estrategia que consiste en inocular de forma profilactica a los arboles con
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cepas del CTV poco virulentas, también conocida como proteccion cruzada (Broadbent et al.,

1991; da Graga y van Vuuren, 2010).

E1 CTV es la especie mas numerosa y compleja del género Closterovirus (Moreno et al., 2008).
Los viriones son flexuosos y filamentosos, de 2000 nm de longitud y 11 nm de diametro, y su
genoma es de ARN monocatenario de sentido positivo y no segmentado. El genoma del CTV
contiene 12 marcos de lectura abiertos (ORF, del inglés open reading frame), que codifican al
menos 17 proteinas, y dos regiones no traducidas (UTR, del inglés untranslated region). Los
ORF 7 y 8 codifican proteinas con pesos moleculares estimados de 27,4 kDa (P27) y 24,9 kDa
(P25) y que se han identificado como las proteinas de la capsida. La diversidad del CTV es
mayor de lo que se pensaba anteriormente: los nuevos genotipos han divergido de la poblacion
ancestral o han surgido por recombinacion con cepas descritas anteriormente (Harper etal.,
2008). Las poblaciones del CTV de los citricos tienen caracter de cuasiespecies, es decir, son
mezclas complejas de genotipos viricos y ARN virico defectuoso desarrolladas durante la
propagacion vegetativa a largo plazo, por medio de los injertos, de cepas aisladas del virus y por
la mezcla de estas cepas con otras procedentes de afidos vectores. Como consecuencia, las cepas
aisladas del CTV contienen diversas variantes de secuencias, entre las que suele predominar una

(Moreno et al., 2008).
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El CTV se transmite con facilidad a nivel experimental al injertarse sobre citricos sanos material
vegetal infectado por el virus. Lo transmiten de forma natural y semipersistente ciertas especies
de afidos. El vector mas eficiente del CTV en todo el mundo es T. citricida. T. citricida esta
bien establecido en Asia, Australia, Africa subsahariana, América Central y del Sur, el Caribe,
Florida (Estados Unidos) y el norte peninsular de Espafia y Portugal, asi como en las Islas
Madeira (Ilharco et al., 2005; Moreno et al., 2008). Sin embargo, en Espafia, Israel, algunas
areas citricolas de California (Estados Unidos) y en todos los lugares en los que T. citricida esta
ausente, el vector principal es Aphis gossypii Glover (Yokomi etal., 1989; Cambra et al.,
2000a; Marroquin et al., 2004). Se ha publicado una comparacion entre los efectos de distintas
especies de afidos vectores en la dispersion del CTV (Gottwald et al., 1997). También se han
descrito otras especies de afidos como vectores del CTV (Moreno et al., 2008), entre las que se
encuentran Aphis spiraecola Patch, Toxoptera aurantii (Boyer de Fonsicolombe), Myzus
persicae (Sulzer), Aphis craccivora Koch y Uroleucon jaceae (Linnaeus). Aunque en estudios
de transmision experimental se comprob6 que las especies de afidos mencionadas son menos
eficientes como vectores del CTV que T. citricida y A. gossypii, son las especies de afidos
predominantes en algunas areas, por lo que es probable que participen de alguna forma en la
dispersion del CTV, compensando su baja eficiencia de transmisiéon con su abundancia

(Marroquin et al., 2004).

Se ha estudiado en distintas partes del mundo la dispersion espacial y temporal del CTV en
plantaciones de citricos (Gottwald et al., 2002). Estos estudios ponen de manifiesto que podra
transcurrir mucho tiempo entre la introduccion de una fuente primaria de inoculo del CTV y la

aparicion de una epidemia de tristeza (Garnsey y Lee, 1988).

2. Informacion taxonomica

Nombre: Citrus tristeza virus (CTV)

Sinénimos: Tristeza virus

Posicion taxondmica: Closteroviridae, Closterovirus

Nombres comunes: Virus de la tristeza de los citricos, podredumbre de las raicillas.

3. Deteccion e identificacion

La deteccion e identificacion del CTV puede lograrse mediante pruebas bioldgicas, seroldgicas
o de amplificacion molecular (figuras 1 y 2). El uso de cualquiera de estas pruebas es el
requisito minimo para la deteccion e identificacion del CTV (p. €j., en el diagnostico rutinario
de la plaga si esta establecida ampliamente en un pais). En los casos en que la organizacion

nacional de proteccion fitosanitaria (ONPF) necesite mas seguridad en la identificacion del CTV
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(p. ¢j., para la deteccion en un area en la que no se tenga conocimiento de la presencia del virus,
o en un envio procedente de un pais en el que se ha declarado la ausencia de la plaga), deberian
realizarse mas pruebas. En los casos en que la identificacion inicial se haya realizado mediante
una prueba de amplificacion molecular, las pruebas posteriores deberian ser seroldgicas, y
viceversa. También podran realizarse mas pruebas con el fin de determinar qué cepa del CTV
esta presente, en cuyo caso podra ser necesario secuenciar el amplicon producido mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). En todos los casos, para
que la prueba se considere valida, se deben incluir controles positivos y negativos. Las técnicas
recomendadas para las pruebas biologicas, serologicas y de amplificacion molecular se
describen en las siguientes secciones. En la Figura 2 se presenta un diagrama de flujo para la

identificacion de cepas del CTV.

En este protocolo de diagnostico, los métodos (incluidas las referencias a nombres comerciales)
se describen segun se publicaron, ya que en ellos se definié el nivel inicial de sensibilidad,
especificidad y/o reproducibilidad adquirido. El uso de nombres de reactivos, productos
quimicos o equipo en estos protocolos de diagnéstico no implica su aprobacion ni la exclusion
de otros que también podran ser adecuados Los procedimientos de laboratorio presentados en
los protocolos podran ajustarse a las normas de los laboratorios individuales, siempre que estén

adecuadamente validadas.
3.1 Rango de hospedantes

En condiciones naturales, el CTV infecta con facilidad a la mayoria de las especies de Citrus y
de Fortunella, asi como a algunas especies de géneros de la familia Rutaceae conocidos como
parientes de los citricos y que también son hospedantes susceptibles al CTV, a saber: Aegle,
Aeglopsis, Afraegle, Atalantia, Citropsis, Clausena, Eremocitrus, Hespertusa, Merrillia,
Microcitrus, Pamburus, Pleiospermium y Swinglea (Duran-Vila y Moreno, 2000; Timmer et al.,
2000). Casi todos los clones y muchos de los hibridos de Poncirus trifoliata (naranjo trifoliado
0 espinoso), asi como Fortunella crassifolia (kumquat Meiva o largo) y algunos Citrus grandis
(pomelo), son resistentes a la mayoria de las cepas del CTV (Moreno et al., 2008). Por lo tanto,
el CTV esta ausente en estas especies, 0 esta presente en concentraciones muy bajas. Citrus
reticulata (mandarino), Citrus sinensis (naranjo dulce) y Citrus latifolia (lima de Tahiti) son
algunos de los cultivares mas susceptibles a la infeccion natural por el CTV, seguidos de ciertos
cultivares de Citrus paradisi (toronjero), Citrus unshiu (mandarino Satsuma) y C. limon. Entre
las especies usadas como patron, Citrus macrophylla (alemow), Citrus volkameriana (limonero
volkameriano), Citrus reshni (mandarino Cleopatra) y Citrus limonia (lima de Rangpur) son
muy susceptibles a la infeccion natural por el CTV, mientras que los citranges Carrizo y Troyer
(hibridos de naranjo dulce y naranjo trifoliado) y C. aurantium se infectan en raras ocasiones.

Los patrones de P. trifoliata y de C. paradisi x P. trifoliata (citrumelo) son resistentes a la
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mayoria de las cepas del CTV. Las especies Passiflora gracilis y Passiflora coerulea se usan

como hospedantes experimentales distintos de los citricos.

3.2 Sintomas

La expresion de los sintomas en citricos hospedantes infectados por el CTV es muy variable y
depende de las condiciones ambientales, de la especie hospedante y de la agresividad de la cepa
del CTV. Ademas, el virus podra permanecer latente durante varios afos. Algunas cepas del
CTV son poco virulentas y no producen efectos detectables en la mayoria de las especies
comerciales de citricos, incluidos ejemplares de citricos injertados sobre C.aurantium. En
general, los mandarinos son especialmente tolerantes a la infeccion por el CTV. C. sinensis,
C. aurantium (como plantula, no como patrén injertado), Citrus jambhiri (limonero rugoso) y
C. limonia no suelen presentar sintomas cuando estan infectados, pero pueden reaccionar ante
algunas cepas agresivas. Los citricos hospedantes que manifiestan sintomas son el limero, el
toronjero, algunos cultivares de pomelo, alemow y naranjo dulce, algunos citricos hibridos y

ciertos parientes de los citricos de la familia Rutaceae mencionados en la Seccién 3.1.

En funcién de la cepa del CTV y de la especie de citrico o de la combinacion injerto-patron, el
virus podrd no causar ninglin sintoma o causar alguno de los siguientes: tristeza (decaimiento);
acanaladuras o picado del tallo, o amarilleo de los plantones, que se observa sobre todo en
condiciones de invernadero. Estos tres sindromes se describen en los parrafos siguientes. En la

Figura 1 se muestran los principales sintomas causados por el CTV.

Una de las consecuencias de mayor importancia econémica de la infeccion por el CTV es la
tristeza, una enfermedad de la linea de injerto que se caracteriza por el decaimiento de los
arboles injertados sobre patrones de naranjo amargo o limonero. Los injertos de naranjo dulce,
mandarino y toronjero sobre estos patrones sufren enanismo y clorosis, y a menudo mueren al
cabo de varios meses o afios (es decir, sufren un decaimiento lento), mientras que otros injertos
experimentan un decaimiento rapido o colapso algunos dias después de la observacion del
primer sintoma. El decaimiento se produce como resultado de los efectos fisiologicos del virus
sobre el floema de los patrones susceptibles justo por debajo de la linea de injerto. Los arboles
con decaimiento lento generalmente presentan un abultamiento por encima de la linea de injerto,
una linea marrdn justo en el punto de union del injerto y punteado o panal de abeja (en inglés
inverse pinhole pitting o honeycombing) en la cara interna de la corteza del patron de naranjo
amargo. En hospedantes susceptibles se observan comuinmente los siguientes sintomas:
enanismo, hojas abarquilladas, aclaramiento de las nervaduras, hojas cloréticas, acanaladuras o
picado del tallo, y tamafio reducido del fruto. Sin embargo, algunas cepas del virus, sobre todo
en el sector citricola de la cuenca del Mediterraneo, no inducen sintomas de decaimiento hasta

muchos afios después de la infeccion, incluso en arboles injertados sobre naranjo amargo.
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Las cepas agresivas del CTV pueden afectar a los arboles gravemente, induciendo picado o
acanaladuras en el tronco y las ramas del limero, el toronjero y el naranjo dulce. A veces, el
picado o las acanaladuras pueden dar un aspecto irregular o fibroso al tronco y a las ramas de
los arboles adultos, generar cavidades profundas en la madera bajo zonas deprimidas de la
corteza y ocasionar una reduccion de la calidad de los frutos y del rendimiento. La mayoria de
las cepas del CTV afectan gravemente a los patrones de alemow, que desarrollan picado o

acanaladuras que reducen el vigor del arbol.

El sindrome de amarilleo de los plantones se caracteriza por enanismo, produccion de hojas
clordticas o palidas, menor desarrollo radicular e interrupcion del crecimiento de los arboles
injertados sobre plantones de naranjo amargo, toronjero y limonero cultivados en condiciones

de invernadero (20-26 °C).

3.3 Indexacion biologica

El objetivo de la indexacion biologica es detectar la presencia del CTV en lotes o selecciones de
plantas o en muestras cuya condicion sanitaria se estd evaluando, y estimar la agresividad del
aislamiento en plantulas de Citrus aurantifolia (limero agrio o mexicano), C. macrophylla o
Citrus paradisi Macfadyen (toronjero Duncan). El indicador es un patrén inoculado mediante
métodos convencionales que se conserva en condiciones estandar (Roistacher, 1991), con cuatro
a seis repeticiones (o dos o tres si no se pueden tomar suficientes muestras). En estas plantas
indicadoras sensibles, cualquiera de los siguientes sintomas evidencia la infeccion por el CTV
tras la inoculacion del patron: aclaramiento de las nervaduras en hojas jovenes; abarquillamiento
o deformacion de las hojas; entrenudos cortos; acanaladuras o picado del tallo, y amarilleo de
los plantones. Los sintomas se comparan con los de las plantas utilizadas como controles
positivo y negativo. En Roistacher (1991) y en Moreno et al. (2008) hay ilustraciones de los

sintomas provocados por el CTV en plantas indicadoras.

La indexacion bioldgica se utiliza de forma generalizada en programas de certificacion y se
considera un método sensible y fiable para la deteccion de cepas nuevas o inusuales del virus.
Sin embargo, presenta algunos inconvenientes: no es una prueba rapida (los sintomas tardan de
tres a seis meses en desarrollarse tras la inoculacion); solo puede emplearse en yemas; se
necesitan instalaciones dedicadas, como espacio en un invernadero con temperatura controlada
y a prueba de insectos, y personal dedicado que pueda cultivar plantas hospedantes indicadoras
sanas y vigorosas capaces de mostrar los sintomas pertinentes, asi como personal con
experiencia que esté en condiciones de interpretar correctamente los sintomas de enfermedad
observados que puedan confundirse con los de otros agentes transmisibles por injerto. Ademas,
existen cepas del CTV asintomaticas (cepas latentes) que no son detectables en las plantas

indicadoras, p. €j., la cepa K del CTV descrita por Albertini et al. (1988).
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Se han publicado pocos datos cuantitativos sobre la especificidad, la sensibilidad, otros
parametros de diagnostico y la fiabilidad de los ensayos bioldgicos realizados mediante injerto
de plantas indicadoras (indexacion) para la deteccion, el diagnostico o la identificacion del
CTV. Cambra et al. (2002), en el proyecto de protocolos de diagnostico europeos (DIAGPRO),
y Vidal etal. (2012) compararon la indexacién, en limero mexicano, con el ensayo de
inmunoimpresion  directa-inmunoabsorcion  enzimatica (ELISA) (Seccion 3.5.1) (con
anticuerpos monoclonales 3DF1 + 3CAS) y con la reacciéon en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT-PCR) en tiempo real con inmunoimpresion (Seccion 3.6.5), y
concluyeron que, para la deteccion del CTV, la indexacion bioldgica en limero mexicano puede

sustituirse eficazmente por cualquiera de esos dos métodos de laboratorio.

3.4  Muestreoy preparacion de las muestras para las pruebas serologicas y

moleculares
3.4.1 Muestreo

La NIMF 31 (Metodologias para muestreo de envios) brinda orientacion general sobre las
metodologias de muestreo y en Cambra et al. (2002) se describe especificamente el muestreo
del CTV. Para detectare identificar elCTV con métodos bioldgicos, serologicos o de
amplificacion molecular, es imprescindible un muestreo apropiado . Los cambios en un
programa de muestreo aceptado podrian hacer que un protocolo de diagnostico eficaz genere
falsos positivos o falsos negativos. La muestra estandar para arboles adultos es de cinco brotes
jovenes o pedinculos de frutos, diez hojas completamente desarrolladas, o cinco flores o frutos
recogidos alrededor de la copa de cada arbol y de cada rama principal. Las muestras (brotes u
hojas completamente desarrolladas y pedtiinculos) pueden tomarse de naranjo dulce, mandarino,
limonero y toronjero en cualquier momento del afio en climas mediterraneos templados, pero en
climas tropicales y subtropicales, la primavera y el otofio son los periodos 6ptimos de muestreo
para obtener concentraciones altas del CTV. En estos climas, se observa una concentracion
reducida del CTV en mandarinos Satsuma durante el verano, por lo que el periodo recomendado
de muestreo abarca todas las estaciones vegetativas, excepto los dias calurosos (35—40 °C) del
verano. Sin embargo, pueden tomarse muestras de las raices en periodos calidos, en caso
necesario. Las flores y los frutos (cuando los haya) también son materiales adecuados para el
muestreo (Cambra et al., 2002). Las muestras del fruto mas adecuadas son las del tejido del
pedunculo en la zona del albedo, donde el pedunculo se une al fruto, o de la columela. Los
requisitos estandar para el muestreo de plantas de vivero incluyen la toma de dos brotes jovenes
o cuatro hojas por planta. Segiin Roistacher (1991), para la indexaciéon normalmente se toman,

en cualquier época del afio (pero preferiblemente durante el periodo vegetativo), pequefios
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fragmentos de corteza sin yemas, o incluso hojas, de brotes o ramas de al menos un afio de las

plantas infectadas.

Los brotes, los peciolos de las hojas, los pedinculos de los frutos y las flores se pueden
conservar a una temperatura aproximada de 4 °C durante un méaximo de siete dias hasta su
procesamiento. Los frutos pueden almacenarse durante un mes a una temperatura aproximada
de 4 °C; el almacenamiento durante mas tiempo podra resultar en concentraciones mas bajas y

en la posibilidad de obtener falsos negativos con los métodos de diagnostico.

Las muestras compuestas, para su analisis como muestras individuales mediante pruebas
serologicas o de amplificacion molecular, pueden tomarse juntas (normalmente, dos hojas o un
brote de una a diez plantas de vivero, o bien diez hojas o cinco brotes por arbol adulto tomadas
alrededor de la copa). En ciertas circunstancias (p. €j. en el diagnostico rutinario cuando el CTV
esta ampliamente distribuido en un pais o area) se podran efectuar pruebas sobre varias plantas
simultaneamente, utilizando una muestra compuesta obtenida de un cierto niumero de ellas. La
decision de realizar las pruebas en muestras compuestas o en plantas individuales con métodos
serologicos o de amplificacion molecular dependera de la concentracion del virus en las plantas,
de la prevalencia esperada del CTV en esa area (Vidal et al., 2012), del limite de deteccion del

método de prueba que se utilizara y del nivel de confianza requerido por la ONPF.

Se pueden analizar ejemplares de 4fidos individuales (frescos o conservados en alcohol al 70 %)
para determinar la presencia del CTV. Los afidos se toman directamente de colonias
establecidas o se capturan mediante trampas: se recomienda el uso de trampas de succion,
trampas amarillas de agua de Moericke clasicas o trampas adhesivas para brotes. Los
especimenes recolectados se usaran preferentemente para las pruebas de frotis por aplastamiento
y RT-PCR en tiempo real (Bertolini et al., 2008) u otras pruebas de amplificacién molecular
(Marroquin et al., 2004).

3.4.2 Preparacion de impresiones de tejidos
3.4.2.1 Preparacion de impresiones de tejidos para las pruebas seroldgicas

Se realizan cortes netos de brotes tiernos, peciolos de hojas, pedinculos de frutos u ovarios de
flores. Las secciones recién cortadas se presionan con cuidado contra una membrana de
nitrocelulosa o de éster de celulosa (0,45 mm) y la huella o impresion se deja secar durante 2-
5 min. Para las pruebas seroldgicas rutinarias, deberian hacerse al menos dos impresiones por
cada pedunculo o brote seleccionado (una de cada extremo del brote) y una por cada peciolo u
ovario. Las membranas con las impresiones se pueden conservar durante varios meses en un

lugar seco y oscuro.
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3.4.2.2 Preparacion de impresiones de tejidos y de frotis de afidos para las pruebas

de amplificacion molecular

Se recomienda tomar el material vegetal a mano para evitar la contaminacion de las muestras
con las tijeras. Se toman alrededor de la copa del arbol brotes tiernos con hojas completamente
desarrolladas o maduras. Se presionan los peciolos de dos hojas o dos brotes directamente sobre
papel Whatman' 3MM (0,45 mm) o sobre una membrana de nailon de carga positiva. Seglin
Bertolini et al. (2008), se realizan varias impresiones parcialmente superpuestas de distintas
hojas sobre aproximadamente 0,5 cm® del papel o la membrana. La huella o impresion se deja
secar durante 2-5 min. Para las pruebas de amplificacion molecular rutinarias, se deberia hacer
una impresion por cada peciolo seleccionado. Los especimenes individuales de afidos se
aplastan directamente sobre papel Whatman' 3MM o sobre una membrana de nailon de carga
positiva con la base redondeada de un tubo Eppendorf’ para conseguir la rotura completa del
espécimen (Bertolini et al., 2008). Las membranas impresas o aplastadas se pueden conservar

durante varios meses en un lugar seco y oscuro.

Los métodos directos de preparacion de muestras (impresion de tejidos o aplastamiento) sin
preparacion de extractos se han validado como una alternativa a la preparacion convencional de

extractos para el tratamiento de las muestras (Vidal et al., 2012).

3.4.3 Preparacion de extractos de plantas para las pruebas seroldgicas y de

amplificacion molecular

Se toman 0,2-0,5 g de material vegetal fresco, se cortan en trozos pequefios con hojas de afeitar
desechables o con tijeras tratadas con lejia para evitar la contaminacién de una muestra a otra y
se colocan en un tubo o una bolsa de plastico adecuados. Los extractos para las pruebas
serologicas pueden prepararse en tubos o en bolsas de plastico. Las muestras para las pruebas de
amplificacion molecular solo deberian prepararse en bolsas de plastico individuales, para evitar
la contaminacion entre muestras. La muestra se homogeneiza por completo en 4-10 ml
(1:20 p/v,_a no ser que el fabricante indique otra cosa) de tampon de extracciébn con un
homogeneizador de tejidos eléctrico, un rodillo manual, un martillo o un instrumento similar. El
tampon de extraccion es solucion salina con tampon fosfato (PBS) de pH 7,2-7,4 (8 g de NaCl,,

0,2 g de KCI, 2,9 g de Na,HPO4 12H,0, 0,2 g de KH,POs4, y 1 litro de agua destilada),

" En este protocolo de diagnoéstico, los métodos (incluidas las referencias a nombres comerciales) se
describen segun se publicaron, ya que en ellos se definio el nivel inicial de sensibilidad, especificidad y/o
reproducibilidad alcanzado. El uso de nombres de reactivos, productos quimicos o equipo en estos
protocolos de diagndstico no implica su aprobacioén ni la exclusion de otros que también podran ser
adecuados. Los procedimientos de laboratorio presentados en los protocolos podran ajustarse a las normas
de los laboratorios individuales, siempre que estén adecuadamente validadas.
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complementado con un 0,2 % de dietilditiocarbamato de sodio (DIECA) o un 0,2 % de

mercaptoetanol, u otro tampon adecuadamente validado.

3.5 Pruebas seroldgicas

Los ensayos de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) con anticuerpos monoclonales o
policlonales validados son muy recomendables para analizar numerosas muestras a efectos de
detectar e identificar el CTV. La produccion de anticuerpos monoclonales especificos de este
virus (Vela etal., 1986; Permar etal., 1990) y otros revisada por Nikolaeva etal. (1996)
resolvio el problema de la especificidad del diagndstico que presentaban los anticuerpos
policlonales (Cambra et al., 2011), y asi aumentd la sensibilidad del diagnostico de las pruebas
serologicas. Una mezcla de los dos anticuerpos monoclonales 3DF1 y 3CAS, o sus versiones
recombinantes (Terrada et al., 2000), reconoce todas las cepas del CTV de distintas colecciones
internacionales sometidas a la prueba (Cambra etal., 1990). En Cambra etal. (2000a) se
presenta una descripcion, caracterizacion y validacion detalladas de estos anticuerpos
monoclonales. Se ha informado que una mezcla de los anticuerpos monoclonales 4C1 y 1D12
producida en Marruecos reacciona contra un amplio espectro de cepas del CTV (Zebzami

et al., 1999), pero no hay datos de validacion disponibles.

3.5.1 Inmunoimpresion directa-ELISA

La inmunoimpresion directa-ELISA o impresion directa de tejidos-ELISA (en inglés direct
tissue print-ELISA, o direct tissue blot immunoassay [DTBIA]), se realiza segin lo indicado en
Garnsey et al. (1993) y en Cambra etal. (2000b) usando el método que se describe a
continuaciéon. Plant Print Diagnostics SL' comercializa un kit completo (validado por el
desempefio de la prueba y en varios estudios publicados), basado en los anticuerpos
monoclonales 3DF1 y 3CAS, especificos del CTV (Vela et al., 1986), que incluye membranas
impresas con controles positivos y negativos, asi como todos los reactivos, tampones y
substrato. Agdia' comercializa un kit similar, basado en los anticuerpos 4C1y 1D12 de Zebzami

et al. (1999), pero que aun no ha sido validado.

Las membranas impresas previamente con los tejidos (de un tamafio recomendado de
aproximadamente 7 x 13 cm) se colocan en un recipiente adecuado (una bandeja, un envase
hermético o una bolsa de plastico), se cubren con una solucion al 1 % de albumina de suero
bovino (BSA, por sus siglas en inglés) en agua destilada y se incuban durante 1 h a temperatura
ambiente, o bien durante la noche, unas 16 h, a 4 °C (se recomienda hacer esto ultimo). Una
ligera agitacion durante este paso es beneficiosa. La solucion de BSA se desecha, pero las
membranas se mantienen en el mismo recipiente. Se prepara una solucion de los conjugados
constituida por concentraciones iguales de los anticuerpos monoclonales 3DF1 y 3CAS

especificos del CTV, marcados con fosfatasa alcalina (aproximadamente 0,1 pg/ml de cada
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anticuerpo monoclonal en PBS) o de proteinas fusionadas (scFv-AP/S) de los fragmentos 3DF1
y 3CAS expresadas en Escherichia coli (dilucion adecuada en PBS) (Terrada et al., 2000). La
solucion de los conjugados se vierte sobre las membranas hasta cubrirlas, y las membranas se
incuban durante 3 h a temperatura ambiente con agitacion suave. Después se desecha la
solucion de los conjugados. Las membranas y el recipiente se enjuagan con tampdn de lavado
(PBS, pH 7,2-7.4, con un 0,05 % de Tween 20) y se lavan agitdndolas (de forma manual o
mecanica) durante 5 min; el tampoén de lavado se desecha y el lavado se repite dos veces. A
continuacion, se vierte sobre las membranas el sustrato para la fosfatasa alcalina -pastillas
Sigma' Fast de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato / nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT)
disueltas, siguiendo las instrucciones del fabricante, hasta alcanzar una concentracion final de
0,33 mg/ml de NBT y 0,175 mg/ml de BCIP- y las membranas se incuban estas hasta que
aparece un color violeta-ptrpura en los controles positivos (unos 10—15 min). La reaccion se
detiene lavando las membranas con agua corriente. Las membranas se extienden sobre papel
absorbente y se dejan secar. Las impresiones se examinan con una lupa de baja potencia (10x a
20x). La presencia de precipitados de color violeta-purpura en la regioén vascular del material

vegetal revela la presencia del CTV.

3.5.2 DAS-ELISA

El ensayo de inmunoabsorcion enzimatica en fase doble de anticuerpos (DAS-ELISA) se realiza
segiin lo indicado por Garnsey y Cambra (1991), usando el método que se describe a
continuacion. Se comercializan kits completos preparados con los anticuerpos monoclonales
validados 3DF1 y 3CAS3, especificos del CTV (Plant Print Diagnostics SL'), y con diferentes

anticuerpos policlonales (Agdia', Agritest', Bioreba', Loewe', Sediag').

Se usan dos pocillos de una placa de microvaloracion para cada muestra y al menos dos pocillos
para los controles positivo y negativo. Se prepara una dilucion adecuada de los anticuerpos
policlonales o monoclonales (3DF1 y 3CAS) (normalmente con una concentracion total de
inmunoglobulinas de 1-2 pg/ml) en un tampén de carbonato de pH 9,6 (1,59 g de Na,COs,
2,93 g de NaHCOs; y 1 litro de agua destilada), y se afiaden 200 pl en cada pocillo. La placa se
incuba durante 4 h a 37 °C o durante la noche (unas 16 h) a 4 °C. Los pocillos se lavan tres
veces con tampon de lavado (PBS, pH 7,2—7,4, con un 0,05 % de Tween 20). A continuacion, se
afaden en cada pocillo 200 pl del extracto de la planta (Seccion 3.4.3). Tras incubar las placas
durante 16 h a 4 °C, se lavan tres veces como se describid en la técnica de inmunoimpresion
directa-ELISA (Seccion 3.5.1). Se preparan mezclas de anticuerpos policlonales o0 monoclonales
(3DF1 y 3CA5) especificos marcados con fosfatasa alcalina en diluciones adecuadas
(aproximadamente 0,1 pg/ml en PBS con un 0,5 % de BSA) y a continuacion se afiaden 200 pl

en cada pocillo. Se incuban durante 3 h a 37 °C. Las placas se lavan otra vez como se describio
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en la técnica de inmunoimpresion directa-ELISA (Seccion 3.5.1). Se prepara una solucion de
1 mg/ml de fosfatasa alcalina (p-nitrofenil-fosfato) en tampon de sustrato (se diluyen 97 ml de
dietanolamina en 800 ml de agua destilada, se ajusta el pH a 9,8 con HCI concentrado y se
completa con agua destilada hasta un volumen total de 1000 ml) y se afiaden 200 pl en cada
pocillo. Las placas se incuban a temperatura ambiente y se leen a 405 nm, a intervalos regulares,
en un plazo de 120 min, o siguiendo las instrucciones del proveedor del anticuerpo policlonal
usado.

El ensayo ELISA se considera negativo si el valor medio de la densidad optica (DO) de los dos
pocillos de la muestra duplicada es <0,1 o es <2x el valor de la DO del control negativo de los
extractos de plantas sanas. El ensayo ELISA se considera positivo si el valor medio de la DO de
los dos pocillos de la muestra duplicada es >2x el valor de la DO del control negativo de los
extractos de plantas sanas. Cuando se usan anticuerpos policlonales, es primordial que los

controles negativos sean tan parecidos como sea posible a la matriz analizada en la misma placa.

El método que usa los anticuerpos monoclonales 3DF1 y 3CAS5 se validé en una prueba
interlaboratorios del proyecto DIAGPRO (Cambra et al., 2002). En la Seccion 3.7 se compara

ese método con otras técnicas y se indican los parametros de diagnostico.

Mientras que algunas mezclas de anticuerpos monoclonales detectan con especificidad,
sensibilidad y fiabilidad todas las cepas del CTV, algunos anticuerpos policlonales no son
especificos y tienen una sensibilidad limitada (Cambra et al., 2011). Por lo tanto, en situaciones
en las que se hayan utilizado anticuerpos policlonales en una prueba y la ONPF necesite mayor

confianza en la identificacion del CTV, se recomienda el uso de métodos adicionales.

3.6 Pruebas moleculares

Tras obtenerse la secuencia completa de nucledtidos del ARN gendémico del CTV, se
desarrollaron diversos procedimientos de diagnostico basados en la deteccion especifica de este
acido nucleico, como la hibridacion molecular con sondas de ADNc (complementario) o ARNc
y varios métodos basados en la transcripcion inversa seguida de reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) (Moreno etal., 2008). Estos métodos basados en la RT-PCR han
mejorado considerablemente la sensibilidad de la deteccion, y permiten la cuantificacion de las
copias de ARN virico en tejido de citricos infectados o en especies de afidos viruliferos del
CTV (Bertolini et al., 2008). El uso de una técnica de alto rendimiento como la RT-PCR en
tiempo real evita la necesidad de un procesamiento posterior a la amplificacion (p. ej., la
electroforesis en gel); por lo tanto, el diagndstico es mas rapido y existe una probabilidad menor

de contaminacion cruzada que en la PCR convencional.
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Excepto en el caso de la RT-PCR con inmunocaptura (IC), para la que no es necesario el
aislamiento del ARN, el ARN deberia extraerse aplicando protocolos adecuadamente validados.
Las muestras deberian colocarse en bolsas de plastico individuales para evitar la contaminacion
cruzada durante la extraccion. Otra opcion es inmovilizar en papel secante o membranas de
nailon las manchas de extractos de plantas, las impresiones de secciones histologicas de material
vegetal o las muestras obtenidas por aplastamiento y analizarlas mediante RT-PCR en tiempo
real (Bertolini et al., 2008). No se recomienda utilizar muestras de manchas o impresiones
histologicas en la PCR convencional porque, al tener menor sensibilidad que la RT-PCR en

tiempo real, puede dar falsos negativos.
3.6.1 Purificacion del ARN, inmunocaptura y sintesis de ADNc
3.6.1.1 Purificacion del ARN

La purificacion del ARN deberia realizarse aplicando protocolos debidamente validados o
usando un kit de purificaciéon de ARN segun las instrucciones del fabricante. EI ARN extraido
deberia conservarse, hasta que se use como molde, a —70 °C (preferiblemente) o a —20 °C y
durante menos de un afio. E1 ARN deberia conservarse en pequefias cantidades para evitar su

degradacion por efecto de ciclos repetidos de congelacion-descongelacion.

3.6.1.2 Inmunocaptura

La inmunocaptura puede utilizarse en lugar de la purificacion del ARN. Para este
procedimiento, se prepara una mezcla diluida de anticuerpos, que contiene 1 pg/ml de
anticuerpos policlonales especificos del CTV o una dilucion de anticuerpos monoclonales
(0,5 ug/ml de 3DF1 y 0,5 pg/ml de 3CAS) en tampédn de carbonato de pH 9,6 (véase la
composicion del tampon de carbonato descrita en la Seccion 3.5.2). La mezcla de anticuerpos se
reparte en microtubos (100 pl por tubo) y estos se incuban durante 3 h a 37 °C. Los tubos
recubiertos se lavan dos veces con 150 pl de tampoén de lavado estéril (PBS, pH 7,2-7,4, con un
0,05 % de Tween 20; véase la composicion del PBS descrita en la Seccion 3.4.3). El extracto
vegetal (100 pl), que puede clarificarse mediante centrifugacion o por filtracion con papel de
filtro o bien usarse directamente como extracto bruto, se reparte en partes alicuotas en los
microtubos recubiertos de anticuerpos. Los tubos se incuban durante al menos 2 h en hielo o
durante 2 h a 37 °C. Tras esta fase de inmunocaptura, los microtubos se lavan tres veces con
150 pl de tampon de lavado estéril. La sintesis de ADNc y la amplificacion mediante PCR se

realizan en estos tubos lavados.

3.6.1.3 Sintesis de ADNc

Puesto que la conservacion del ARN durante su almacenamiento es problematica, se

recomienda sintetizar ADNc, que se puede conservar durante largos periodos con unas
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necesidades de temperatura minimas en comparacién con las del ARN. Existen varios kits

comerciales para la sintesis de ADNc.

3.6.2 IC-RT-PCR

Segtn Olmos et al. (1999), los cebadores son:
PIN1: 5'-GGT TCA CGC ATA CGT TAA GCC TCA CTT-3’
PIN2: 5'-TAT CAC TAG ACA ATA ACC GGA TGG GTA-3’

La mezcla de la RT-PCR contiene 14,3 pl de agua ultrapura, 2,5 ul de tampén de ADN
polimerasa de Taq 10x%, 1,5 pl de MgCl, 25 mM, 1,25 pl de ANTP 5 mM, 2 pl de Triton X-100
al 4%, 1l de cebador PIN1 25 uM, 1 pul de cebador PIN2 25 uM, 1,25 pl de sulfoxido de
dimetilo (DMSO), 0,1 ul de transcriptasa inversa AMV 10 U/ul y 0,1 ul de ADN polimerasa de
Taq 5 U/ul. La mezcla de reaccion (25 pl) se afiade directamente a los microtubos recubiertos de
anticuerpos y lavados. Los parametros de ciclado para la RT-PCR son: 45 min a42 °Cy 2 min a
92 °C seguidos de 40 ciclos de 30s a 92°C, 30s a 60 °C y 1 min a 72 °C, con una fase de
extension final de 10 min a 72 °C seguida de enfriamiento a 8 °C. El tamafio esperado del

amplicon es de 131 pares de bases (pb).

El método se validd en una prueba interlaboratorios del proyecto DIAGPRO (Cambra et al.,
2002). En la Seccion 3.7 se presenta una comparacion con otras técnicas y se indican los

parametros de diagnodstico.

3.6.3 RT-PCR anidada con IC en un unico tubo cerrado

Segtn Olmos et al. (1999), los cebadores son:
PEX1: 5'-TAA ACA ACA CAC ACT CTA AGG-3’
PEX2: 5'-CAT CTG ATT GAA GTG GAC-3’
PIN1: 5'-GGT TCA CGC ATA CGT TAA GCC TCA CTT-3’
PIN2: 5'-TAT CAC TAG ACA ATA ACC GGA TGG GTA-3’

El dispositivo de compartimentacion de un microtubo de 0,5 ml para la RT-PCR anidada en un
unico tubo cerrado corresponde a lo indicado por Olmos et al. (1999). La mezcla maestra de la

RT-PCR esta formada por dos mezclas de reaccion:

A (vertida en el fondo del microtubo): 15,8 ul de agua ultrapura, 3 ul de tampon de ADN
polimerasa de Taq 10x%, 3,6 ul de MgCl, 25 mM, 2 pl de dNTP 5 mM, 2,2 pl de Triton X-100 al
4 %, 0,6 pl de cebador PEX1 25 uM, 0,6 pl de cebador PEX2 25 uM, 1,5 ul de DMSO, 0,2 pl
de transcriptasa inversa AMV 10 U/ul y 0,5 ul de ADN polimerasa de Taq 5 U/pl.
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B (colocada en el cono): 2,6 ul de agua ultrapura, 1 ul de tampdén de ADN polimerasa de Taq
10x, 3,2 ul de cebador PIN1 25 uM y 3,2 pul de cebador PIN2 25 uM.

Los parametros de ciclado para la RT-PCR son: 45 min a 42 °C y 2 min a 92 °C seguidos de
25 ciclos de 30 s 292 °C, 30 s a45°Cy 1 min a 72 °C). Tras este primer paso, el tubo se agita
con el vortex y se centrifuga (a 6000 r. p. m. durante 5 s) para mezclar B con los productos de la
primera amplificacion. A continuacion, se vuelve a poner el tubo en el termociclador y la
reaccion prosigue de la siguiente forma: 40 ciclos de 30 s 2 92 °C,30sa 60 °Cy 1 mina 72 °C,
con una fase de extension final de 10 min a 72 °C seguida de enfriamiento a 8 °C. El tamafio

esperado del amplicon es de 131 pb.

El método se validd en una prueba interlaboratorios del proyecto DIAGPRO (Cambra et al.,
2002). En la Seccion 3.7 se presenta una comparacién con otras técnicas y se indican los

parametros de diagndstico.
3.6.4 Consideraciones generales relativas a la RT-PCR y la RT-PCR anidada

Es posible que los protocolos de RT-PCR deban modificarse y optimizarse cuando se usen

reactivos o termocicladores diferentes.

Si se usa la RT-PCR convencional para la deteccion del CTV, se recomienda la RT-PCR con
IC. La RT-PCR convencional sin IC no es sensible y podra dar falsos negativos. Es posible que

la presencia de inhibidores afecte la sensibilidad de la RT-PCR convencional.

La prueba de una muestra es negativa si no se detecta el amplicon especifico del CTV del
tamafio esperado en la muestra en cuestion, pero si en todos los controles positivos. La prueba
de una muestra es positiva si se detecta el amplicon especifico del CTV del tamafio esperado en
la muestra en cuestion, siempre que no haya amplificaciéon en ninguno de los controles

negativos.
3.6.5 RT-PCR en tiempo real

Se han descrito dos ensayos de RT-PCR en tiempo real, uno por Bertolini et al. (2008) y otro
por Saponari et al. (2008).

Segun Bertolini et al. (2008), los cebadores y la sonda son:

3'UTR1: 5'-CGT ATC CTC TCG TTG GTC TAA GC-3’
3'UTR2: 5'-ACA ACA CAC ACT CTA AGG AGA ACT TCT T-3'

181T: FAM-TGG TTC ACG CAT ACG TTA AGC CTC ACT TG-TAMRA
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La reaccion se produce en un volumen final de 25 pl. La mezcla de la RT-PCR en tiempo real
contiene 0,95 pl de agua ultrapura, 12,5 ul de mezcla maestra para RT-PCR AgPath-ID One-
Step 2x (Applied Biosystems'), 1 ul de mezcla de enzimas para RT-PCR 25x%, 2,4 ul de cebador
3'UTR1 10 pM, 2,4 pl de cebador 3'UTR2 10 uM, 0,75 pul de sonda marcada con FAM 181T
5uMy 5 ul de ARN extraido o desprendido de una membrana afiadidos a 20 pl de la mezcla de
la RT-PCR en tiempo real. Los parametros de ciclado son: 10 min a 45 °C y 10 min a 95 °C
seguidos de 45 ciclos de 15s a2 95°C y 1 min a 60 °C. El tamafio esperado del amplicon es de

95 pb.

Para la RT-PCR en tiempo real con inmunoimpresion se estimo una sensibilidad de diagnostico
de 0,98, una especificidad de 0,85 y una razon de verosimilitud positiva y negativa de 6,63 y
0,021, respectivamente (Vidal et al., 2012). Estos parametros de diagnostico muestran que la
RT-PCR en tiempo real con inmunoimpresion es mas sensible que la inmunoimpresioén directa-
ELISA, lo que valida su uso para la deteccion y el diagnostico rutinarios del CTV, y hace que
sea muy recomendable para evaluar la condicion de libre del CTV de cualquier material vegetal.
La alta sensibilidad de esta técnica permite el analisis preciso de muestras compuestas (de lotes
de hasta 10 arboles o plantas de vivero) como una sola muestra para diagndstico en pruebas
realizadas en cualquier época del aflo, y también permite analizar especies de afidos para
detectar concentraciones bajas del CTV. En la Seccion 3.7 se describen otros parametros de

diagnostico para la validacion de la RT-PCR en tiempo real con inmunoimpresion.

Segtin Saponari et al. (2008), los cebadores y la sonda son:

P25F: 5'-AGC RGT TAA GAG TTC ATC ATT RC-3'
P25R: 5'-TCR GTC CAA AGT TTG TCA GA-3'
CTV-CYS5: CYS-CRC CAC GGG YAT AAC GTA CACTCG G

La reaccion se produce en un volumen final de 25 pl. La mezcla de la RT-PCR en tiempo real
contiene: 6,6 pl de agua ultrapura, 12,5 pl del kit de RT-PCR para sondas iScript One-Step 2x
(Bio-Radl), 0,5 pl de la supermezcla de transcriptasa inversa iScript, 1 pl del cebador P25F
10 uM, 2 pl del cebador P25R 10 uM, 0,4 pl de sonda CTV-CYS5 5 uM y 2 ul de ARN extraido
o desprendido de una membrana afiadidos a 23 pl de la mezcla de la RT-PCR en tiempo real.
Los parametros de ciclado son: 2 min a 55 °C y 5 min a 95 °C seguidos de 40 ciclos de 15s a

95 °Cy 30sa59 °C. El tamafio esperado del amplicon es de 101 pb.

No se han descrito parametros de diagnodstico (sensibilidad, especificidad, exactitud, razéon de
verosimilitud positiva y negativa y probabilidad de enfermedad tras la prueba) para este

protocolo de RT-PCR en tiempo real.
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3.6.7 Interpretacion de los resultados de la RT-PCR convencional y en tiempo real
3.6.1 Controles para las pruebas moleculares

Para considerar fidedigno el resultado de las pruebas, en cada serie de aislamiento de acidos
nucleicos y de amplificacion del acido nucleico de la plaga objetivo, o acido nucleico objetivo,
se deberian tener en cuenta los controles adecuados, que dependeran del tipo de prueba utilizada
y del grado de certidumbre necesario. Para la RT-PCR, deberian utilizarse, como minimo, un

control positivo de acido nucleico y un control negativo de amplificacion (control sin molde).

Control positivo del &cido nucleico. Este control se utiliza para determinar la eficiencia del
método de prueba (aparte de aquella de la extraccion) y en la RT-PCR, de la amplificacion. Se
podra utilizar ARN previamente preparado (almacenado) o material vegetal infectado por el
CTV impreso en una membrana. El ARN almacenado o las preparaciones del CTV deberian
comprobarse periodicamente para determinar la calidad del control conforme aumenta el tiempo

de almacenamiento.

Control interno. Para la RT-PCR en tiempo real descrita por Saponari et al. (2008), podria
incorporarse en el protocolo ARNm (mensajero) del gen mitocondrial NADH deshidrogenasa 5
(nad5) como control interno, a fin de descartar la posibilidad de falsos negativos debido a
deficiencias en la extraccion del acido nucleico o a su degradacion, o bien a la presencia de
inhibidores de la RT-PCR. Al tratarse del hospedante objetivo, se debe tener cuidado de no
contaminar el laboratorio con ADN nad5, lo que resultaria en una falsa confianza en la reaccién

del control interno.

Control negativo de la amplificacion (control sin molde). Este control es necesario para la
RT-PCR convencional y en tiempo real a fin de descartar falsos positivos por contaminacion
durante la preparacion de la mezcla de reaccion. El agua de calidad apta para PCR libre de

ARNasa que se utilizo para preparar la mezcla de reaccion se afiade en la fase de amplificacion.

Control positivo de la extraccion Este control se utiliza para asegurar que el acido nucleico
objetivo se haya extraido en una cantidad y con una calidad suficientes para realizar la RT-PCR
y que el virus objetivo sea detectable. El 4cido nucleico se extrae de tejido infectado del
hospedante, de tejidos de plantas sanas o de insectos a los que se ha afiadido una concentracion

del CTV.

En la RT-PCR, deben adoptarse precauciones a fin de evitar la contaminacién cruzada por

aerosoles procedentes del control positivo o de las muestras positivas.

Control negativo de la extraccion. Este control se utiliza para controlar la contaminacion

durante la extraccion del acido nucleico o la reaccion cruzada con el tejido hospedante. El
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control comprende acido nucleico extraido de tejido no infectado del hospedante y
posteriormente amplificado. Cuando se prevea analizar muchas muestras positivas se

recomienda utilizar varios controles.
3.6.7.1 RT-PCR convencional y RT-PCR con IC

La RT-PCR especifica del patdogeno solo se considerara valida si:
1) el control positivo genera un amplicon del tamafio correcto para el virus, y

2)  no se producen amplicones del tamafo correcto para el virus en el control negativo de la

extraccion ni en el control negativo de la amplificacion.

Si también se usan cebadores de ARNm del gen mitocondrial NADH deshidrogenasa 5 (nad5)
de control interno (directo: 5'-GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3, inverso: 5-CTC
CAG TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3'; producto de 181 pb), entonces el control negativo de
la extraccion (tejido vegetal sano), si se utiliza, el control positivo y cada una de las muestras
analizadas deben producir un amplicon de 115 pb. Si no se logra la amplificacion de las
muestras con los cebadores de control interno, la causa puede ser, por ejemplo, una deficiente
extraccion del ARN, que no se incluyd el ARN en la mezcla de la reaccion, que el extracto de

ARN contiene compuestos inhibidores de la RT-PCR o que el ARN se ha degradado.
La prueba de una muestra se considerara positiva si produce un amplicon del tamafio correcto.

3.6.7.2 RT-PCR en tiempo real

La RT-PCR en tiempo real especifica del patdgeno solo se considerara valida si:

1) el control positivo produce una curva de amplificacion con los cebadores especificos del
virus, y
2) el control negativo de la extraccion y el control negativo de la amplificaciéon no producen

curvas de amplificacion con los cebadores especificos del virus.

La prueba de una muestra se considerara positiva si produce una curva de amplificacion tipica,
de tipo exponencial. Cada laboratorio tiene que comprobar el valor de ciclo umbral (Ct) cuando

realice la prueba por primera vez.

3.7 Validacion mediante un estudio del desempefio de la prueba

En una prueba interlaboratorios del proyecto DIAGPRO (Cambra et al., 2002) realizada por
diez laboratorios que analizaron un conjunto de diez muestras codificadas entre las que habia
muestras de tejido infectado por el CTV y de tejido sano de la coleccion del Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), la técnica de inmunoimpresion directa-ELISA
con anticuerpos monoclonales DF1 y 3CAS5 alcanzé una exactitud del 99 % (numero de

negativos verdaderos y positivos verdaderos diagnosticados por la técnica/nlimero de muestras
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analizadas). Esta exactitud es mayor que la obtenida con la técnica DAS-ELISA (98 %), la RT-
PCR con IC (94 %) y la RT-PCR anidada con IC en un unico tubo cerrado (89 %). La
sensibilidad de la inmunoimpresion directa-ELISA fue de 0,98 mientras que las otras técnicas
mencionadas mostraron sensibilidades de 0,96, 0,96 y 0,93, respectivamente (Vidal et al.,
2012). La especificidad diagnostica de la inmunoimpresion directa-ELISA fue de 1,0, mientras
que la de las otras técnicas fue de 1,0, 0,91 y 0,82, respectivamente. El valor predictivo positivo
(resultados positivos en pruebas de muestras que efectivamente tienen la enfermedad; Sackett
etal., 1991) de la inmunoimpresion directa-ELISA fue de 1,0, mientras que el valor predictivo
positivo de las otras técnicas fue de 1,0, 0,94 y 0,89, respectivamente. El valor predictivo
negativo (Sackett et al., 1991) de la inmunoimpresion directa-ELISA fue de 0,97, mientras que
el valor predictivo negativo de las otras técnicas fue de 0,95, 0,94 y 0,88, respectivamente

(Harju et al., 2000).

La inmunoimpresion directa-ELISA con los anticuerpos monoclonales 3DF1 y 3CAS2
demostré ser el método mas fiable, sencillo y econémico para el andlisis rutinario de material
vegetal para la deteccion del CTV en comparacion con la indexacion biologica en limero
mexicano, el ensayo ELISA, la RT-PCR con IC y la RT-PCR anidada con IC (Cambra et al.,
2002). La inmunoimpresion directa-ELISA también fue validada por Ruiz-Garcia et al. (2005) y
analizada por el mismo equipo para demostrar que era tan sensible como la técnica DAS-ELISA
(el sistema detectd el 97 % de los arboles positivos analizando cuatro peciolos), pero mas facil
de realizar y menos costosa. La inmunoimpresion directa-ELISA con anticuerpos monoclonales
3DF1 y 3CAS52 para la deteccion del CTV se comparo con la indexacion bioldgica en limero
mexicano y la RT-PCR en tiempo real con inmunoimpresion (Vidal et al., 2012). Se evaluaron
varios parametros de diagnostico y se determind que la inmunoimpresion directa-ELISA era el
método mas especifico y exacto, y el que mostraba la probabilidad méas alta de detectar la

enfermedad después de la prueba a cualquier nivel de prevalencia del CTV.

4.  ldentificacion de cepas agresivas del CTV

Para la identificacion de cepas del CTV se necesita una prueba bioldgica, seroldgica o de

amplificacién molecular.

No hay métodos basados en el acido nucleico que permitan tipificar las cepas del CTV segun su
agresividad porque el CTV es un fenotipo. Todavia se desconoce en gran medida la base
genética de la alta variabilidad biologica del CTV (Moreno et al., 2008). También se sabe poco
sobre la funcion bioldgica de su diversidad y, en particular, sobre los efectos de la
recombinacion. Ademads, no hay un sistema normalizado de agrupamiento de genotipos (Harper,
2013). Se han usado muy diversos métodos moleculares para diferenciar entre distintas cepas

del CTV, como la hibridaciéon molecular, los patrones de ARNdc (de doble cadena), el analisis
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de fragmentos de restriccion de ADNc amplificado del CTV, la amplificaciéon mediante PCR de
distintas regiones del genoma, la PCR en tiempo real (Moreno et al., 2008; Yokomi et al.,
2010), la secuenciacion gendmica y las micromatrices (chips) de resecuenciacion. Mas
recientemente, se han probado el andlisis secuencial de inmunoensayos enzimaticos y el
polimorfismo conformacional de cadena simple con electroforesis capilar (Licciardello et al.,
2012). Sin embargo, ninguna de estas tecnologias es practica para la categorizacion fiable de
cepas del CTV de dispersion natural, y ninguna se ha validado todavia; su aplicacion se limita a

fines de investigacion.

Dada la variabilidad genética y biologica del CTV, el uso de técnicas distintas de la
secuenciacion para identificar sus distintas cepas podra generar resultados erroneos. El uso de la
secuenciacion profunda, también conocida como secuenciacion de nueva generacion, podria
aportar en poco tiempo informacion sobre la secuencia del genoma. No obstante, todavia no se
puede relacionar la secuencia de nucledtidos del CTV con las propiedades bioldgicas y el
comportamiento de una determinada cepa (es decir, su agresividad y transmisibilidad). Aunque
las cepas del CTV se han clasificado y agrupado en funcién de su fenotipo, virulencia, rango de
hospedantes, composicion del epitopo y, mas recientemente, por la identidad de la secuencia de
uno o mas genes (Moreno et al., 2008), no se ha encontrado una correlacion clara con el

comportamiento biologico (Harper, 2013).

Los métodos recomendados para obtener informacion sobre las propiedades bioldgicas de una

determinada cepa del CTV son (Figura 2):

1)  Indexacion bioldgica con varias plantas indicadoras, como C. aurantifolia,
C. macrophylla, C. sinensis o C. paradisi (cultivar Duncan) para la evaluacion del picado
del tallo o acanaladuras, y plantulas de C. aurantium o C. limon para la evaluacion del

amarilleo de las plantulas (Roistacher, 1991; Ballester-Olmos et al., 1993).

2) Reactividad frente al anticuerpo monoclonal MCA13 (Permar et al., 1990), que reconoce
un epitopo que esta bien conservado en cepas de efectos graves (agresivas) del CTV pero
que esta ausente en cepas de efectosleves (menos agresivas) (Pappu, etal., 1993). La
reaccion con el MCA13 esta fuertemente asociada con la capacidad para inducir
decaimiento en arboles injertados sobre patrones de naranjo amargo o limonero. La
mayoria de las cepas del CTV que producen acanaladuras o picado del tallo en toronjero

o naranjo dulce son positivas al MCA13.
4.1 Indexacion bioldgica

La indexacion biologica de las cepas agresivas del CTV sigue los procedimientos expuestos en

la Seccion 3.3.
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4.2 Pruebas seroldgicas con MCAL13
4.2.1 Inmunoimpresion directa-ELISA

Plant Print Diagnostics SL* comercializa un kit completo, basado en el anticuerpo monoclonal
MCAI13, especifico del CTV, que incluye membranas impresas con controles positivos y
negativos, asi como todos los reactivos, los tampones y el substrato. El método consiste en lo

siguiente.

Las membranas se imprimen con los tejidos y se fijan como se describe en la Seccion 3.5.1. Se
prepara una solucion del anticuerpo monoclonal MCA13, especifico del CTV, marcado con
fosfatasa alcalina (aproximadamente 0,1 pg/ml en PBS), se vierte sobre las membranas,
cubriéndolas, y las membranas se incuban durante 3 h a temperatura ambiente, con agitacion
ligera. El lavado y tratamiento de las membranas y la lectura e interpretacion de los resultados
se realizan seglin lo indicado en la Seccidén 3.5.1. La presencia de precipitados normalmente
pequeiios y de color violeta-pirpura en la region vascular del material vegetal revela la

presencia de cepas del CTV de mayor agresividad.

4.2.2 DAS-ELISA

El ensayo de DAS-ELISA se realiza segin lo indicado en Garnsey y Cambra (1991) usando el
método descrito a continuacion. Plant Print Diagnostics SL' comercializa un kit basado en el

anticuerpo monoclonal MCA13 especifico del CTV.

El recubrimiento se lleva a cabo como se describe en la Seccion 3.5.2. Se afade el anticuerpo
monoclonal MCA13, especifico del CTV, marcado con fosfatasa alcalina como conjugado, a
una dilucion adecuada (aproximadamente 0,1 pg/ml en PBS con un 0,5 % de BSA). La
incubacion, el lavado, la adicion del sustrato y la interpretacion de los resultados se hace segin

lo indicado en la Seccidn 3.5.2.

5. Registros

Los registros y las evidencias deberian conservarse segun lo descrito en la Seccion 2.5 de la

NIMF 27 (Protocolos de diagndstico para las plagas reglamentadas).

En los casos en que los resultados del diagnostico puedan afectar negativamente a otras partes
contratantes, en particular en casos de incumplimiento o en areas donde se detecte el virus por
primera vez, se deberia conservar también el siguiente material, cuando proceda, de un modo

que garantice su rastreabilidad:

- La muestra original deberia conservarse a —80 °C, o bien liofilizarse y conservarse a

temperatura ambiente.
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- Las extracciones de ARN deberian conservarse a —80 °C, mientras que los impresos de
secciones histologicas y/o manchas de extractos de plantas en papel o membranas de

nailon deben conservarse a temperatura ambiente.
- Los productos de la amplificacion mediante RT-PCR deberian conservarse a —20 °C.
6.  Puntos de contacto para informacion adicional

Puede obtenerse informacion adicional sobre este protocolo en las siguientes fuentes:

Centro de Proteccion Vegetal, Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA),
Carretera Moncada-Naquera km 4.5, 46113 Moncada, Valencia, Espafia (Mariano

Cambra; e-mail: mcambra@jivia.es 0 mcambra@mcambra.es).

Departamento de Fitossanidade, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), Avenida Bento Gongalves 7712, 91540-000 Porto Alegre, Brasil
(Edson Bertolini; e-mail: edson.bertolini@ufrgs.br; tel.: +55 (51) 3308 8100).

APHIS-USDA-PPQ-CPHST, 4700 River Road, Riverdale, MD 20737 Estados Unidos de
América (Laurene Levy; e-mail: laurene.levy@aphis.usda.gov; tel.: +1 301 851 2078;
fax: +1 301 734 8724).

Citrus Research International (CRI), PO Box 28, 1200 Nelspruit, Mpumalanga, Sudafrica (S. P.
Fanie van Vuuren; e-mail: faniev(@cri.co.za).
Alico, Inc., Suite 100, 10070 Daniels Interstate Court, Fort Myers, FL 33913, Estados Unidos

de América (Marta Isabel Francis; e-mail: mfrancis@alicoinc.com; tel.: +1 863 673

4774).

Podran presentar una solicitud de revision de un protocolo de diagndstico las organizaciones
nacionales de proteccion fitosanitaria (ONPF), las organizaciones regionales de proteccion
fitosanitaria (ORPF) o los 6rganos auxiliares de la Comision de Medidas Fitosanitarias (CMF) a
través de la Secretaria de la Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria
(ippc@fao.org), que a su vez remitira la solicitud al Grupo técnico sobre protocolos de
diagnostico (GTPD).
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9. Figuras

Figura 1. Sintomas de la infeccion por el virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, CTV):
A) sindrome de tristeza o decaimiento en naranjo dulce injertado sobre naranjo amargo infectado por el
CTV (izquierda.) y arbol sin sintomas (derecha.); B) colapso o decaimiento rapido en toronjero injertado
sobre naranjo amargo; C) acanaladuras en el tronco de un toronjero injertado sobre citrange Troyer
causadas por una cepa agresiva de CTV; D) acanaladuras graves en las ramas de un toronjero;
E) acanaladuras en el tronco de un naranjo dulce injertado sobre mandarino Cleopatra, y F) enanismo
pronunciado en naranjos dulces injertados sobre citrange Carrizo infectados por el CTV (derecha.)
comparados con un arbol sano (izquierda.).

Fotografias por gentileza de A: P. Moreno; B, C y E: M. Cambra; D: L. Navarro, y F: M. Cambra y

J.A. Pina, todos del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias, IVIA, Moncada (Espafia).
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Figura 2. Diagrama de flujo para la deteccion y la identificacion del virus de la tristeza de los citricos
(CTV).
DAS, fase doble de anticuerpos; ELISA: ensayo de inmunoabsorcién enzimatica; IC: inmunocaptura;

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; RT: transcripcion inversa.
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Figura 3. Diagrama de flujo para la identificacion de cepas agresivas del virus de la tristeza de los citricos
(Citrus tristeza virus, CTV).

DAS: fase doble de anticuerpos; ELISA: ensayo de inmunoabsorcién enzimatica.
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