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@ RESUMEN

El cultivo de los citricos se ve afectado a nivel mundial por numerosas enfermedades
transmisibles por injerto entre las cuales la exocortis de los citricos, causada por Citrus
exocortis viroid (CEVd), ocasiona importantes pérdidas econdmicas por disminucion en la
produccion y hasta la muerte de las plantas afectadas. En este trabajo se buscd incorporar
la técnica de RT-PCR como método cualitativo para la determinacién de la presencia/
ausencia de este viroide. Se trabajé con cebadores especificos y se utilizo el diagndstico
bioldgico y la electroforesis secuencial en geles de poliacrilamida (sSPAGE) como métodos
de referencia. Las muestras analizadas se recolectaron de plantas citricas de diferentes
especies, cultivares e hibridos interespecificos de quintas de las provincias de Tucuman,
Salta y Jujuy (noroeste de Argentina). Se compararon los resultados obtenidos con las
tres técnicas y se comprobd que el método de deteccion desarrollado es altamente
reproducible, sensible y especifico.

Palabras clave: viroides, enfermedades transmisibles por injerto, deteccidon molecular,
certificacién de material de propagacion.

f§ ABSTRACT

Incorporation of RT-PCR as a methodology for diagnosis of citrus exocortis
viroid

Citrus are affected by numerous graft-transmissible diseases. Among them,
exocortis disease, caused by Citrus exocortis viroid (CEVd) reduces yield and can even
cause the death of affected trees producing significant economic losses. The purpose of
this work was to incorporate the RT-PCR technique as a qualitative presence/absence
diagnostic method for this viroid. Specific primers were used and biological diagnosis
and sequential polyacrylamide gel electrophoresis (sSPAGE) were performed as reference
methods. Samples analyzed were collected from citrus plants of different species and
cultivars and interspecific hybrids from citrus orchards in Tucuman, Salta and Jujuy provinces
(northwest Argentina). Results obtained with the three techniques were compared, verifying
that the detection method developed is highly reproducible, sensitive and specific.

Key words: viroids, graft transmissible diseases, molecular diagnosis, indexing program.
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8 INTRODUCCION

Los programas de manejo y prevencion de fito-
patégenos requieren el empleo de métodos de deteccidn
y diagnéstico validados para asegurar que el resultado in-
dique el verdadero estado fitosanitario de la planta. Las
organizaciones mundiales como la Organizacion Mundial
de Epizotias (OIE), la Organizacién de la Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) y la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS), entre otras, exigen este
requisito como indispensable para el reconocimiento mu-
tuo de resultados y la aceptacién de nuevas técnicas entre
la comunidad cientifica (Wright et al., 1993). La validacién
de los métodos de diagndstico permite, ademas, su im-

de diferentes especies y variedades citricas de la region
del noroeste argentino, detectados y caracterizados en el
laboratorio del CSC a lo largo de los afios de diagnostico
e investigacién por los métodos biolégicos y sPAGE.

Como controles negativos se incluyeron 14 plan-
tas sanas y 6 muestras de aislamientos enfermos con
otros viroides: Hop Stunt Viroid (HSVd), Citrus Dwarfing
Viroid (CDVd) y Citrus Bent Leaf Viroid (CBLVd) detalladas
a continuacion en la Tabla 2.

Los métodos de referencia fueron las pruebas de
diagnéstico biolégicas (Roistacher, 1991) y sPAGE (Duran-

Tabla 1. Controles positivos utilizados en el ensayo.

plementacién en diferentes condiciones dg trabgjo y que Ide:\tificacion Origen Especie Variedad
sus resultados sean aceptados por otros investigadores, THETE
asi como la gtlllza0|on de esos métodos para la certifica- 70008 Tucumén-Los Nogales C.limon  Desconocida
cién de material de propagacion vegetal (Llanes-Alvarez et - : -
al., 2017) T-0009 Tucuman-Coleccion EEAOC C. sinensis  Ruby Blood
En Argentina, las Normas para la produccion, T-0010 Tucuman-Coleccion EEAOC C. sinensis  Ruby Blood
comercializacion e introduccion de plantas citricas de vi- T-0011 Tucuman-Coleccién EEAOC C. sinensis Ruby Blood
vero y sus partes (Res.458/2023 de INASE) establecen la T-0069 Tucuman-Coleccién EEAOC  C. fatifolia Tahiti
obligatoriedad del uso de material de propagacion citrico : —
certificado de alta calidad genética, saneado por la técni- T-0178  Salta-Colonia Santa Rosa  C. paradisi Rouge LaToma
ca de microinjerto de apices caulinares y libre de deter- T-0184  Tucuman-Los Nogales C.limon  Limoneira8A
minadas enfermedades transmisibles por injerto, entre las T-0202  Salta-Colonia Santa Rosa  C. paradisi Rouge LaToma
cuales se encue’ntra la exocortis de los citricos. . T-0205 Salta-Colonia Santa Rosa  C. paradisi Rouge LaToma
En razén de que la reaccion en cadena de la poli- - —
merasa con transcripcion inversa (RT-PCR) es una técnica 10394 Tucuman-El Carmen C.sinensis  Maltese
sensible y fiable, econdmica y de amplia utilizacion para la T-0398 Tucuman-Las Cafiitas C. limon Eureka
deteccién de diferentes agentes patégenos e implemen- 170514  Tucuman-Cochamolle C. limon Lisboa
tada en centros de saneamiento citrico referentes a nivel
mundial, se realizé la op-
timizacion e |ncorp(,)ra0|on Tabla 2. Controles negativos utilizados en el ensayo.
de esta metodologia para
la deteccpn del V|r0|’dc.5 de | Identificacién Estatus o Variedad
la exocortis de los citricos Interna sanitario
(CEVQ). " )
T-0001 Positivo HSVd y CDVd C. reshni Cleopatra
T-0074 Positivo HSVd C. sinensis Cape Nartge
8 MATERIALES T-0180  Positivo CBLVd, HSVd y CDVd C. paradisi Rouge LaToma
Y METODOS T-0186 Positivo CDVd C. sinensis Marrs Early
Para el ensayo T-0212 Positivo HSVd y CDVd C. sinensis Valencia
se emplearon como es- T-0455 Positivo HSVd y CDVd C. paradisi x P. trifoliata CPB 4475
tandares de referencia, R-1617 Planta sana C. sinensis Valencia
C.ont.r oles de. estado sa- R-0504 Planta sana C. limonia Rangpur
nitario conocido respecto
al patégeno en cuestion R-0505 Planta sana C. volkameriana x C. reshni 81G220
(infectado o positivo y no R-1627 Planta sana C. sinensis Valencia
infectado o negativo). Los R-0523 Planta sana C. reshni x P. trifoliata X-639
controles positivos em- ; ;
R-0525 Planta sana C. volkameriana x C. reshni 81G513
pleados fueron muestras
Vegeta|es de 12 aislamien- R-1620 Planta sana P. trifoliata Rubidoux
tos de CEVd mantenidos R-0604 Planta sana C. sinensis Tarocco
en plantas de. cﬂnco; e.n R-0245 Planta sana C. medica Cidro Etrog
el banco de virus y viroi-
des del Centro de Sanea- R-1348 Planta sana  Citrus clementina x (Citrus paradisi. x Citrus tangerina) ~ Nova
miento de Citrus (CSC) de R-1349 Planta sana Citrus reticulata x Citrus sinensis Murcott
la Estacion Experimental R-1357 Planta sana C. limon Limoneira 8A
Agroindustrial Obispo Co- ) . .
R-1358 Planta sana C. fimon Limoneira 8A
lombres (EEAOC) (Tabla 1).
Estos fueron recolectados R-1359 Planta sana C. paradisi Flame
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Vila et al., 1993) descriptos en las “Normas de Funciona-
miento de los Laboratorios de Diagnéstico de Enfermeda-
des para Plantas Citricas de Vivero y/o sus Partes” de la
Resolucion N° 98/03 de SAGPyA.

Ademas de los controles positivos y negativos se
analizaron cinco muestras de campo de limonero Eureka
injertado en lima Rangpur (Citrus limonia Osbeck) de siete
afos de edad: cuatro plantas asintomaticas (identificacién
interna R-2205; R-2206, R-2207 y R-2208) y una con sinto-
mas caracteristicos de descortezamiento del portainjerto
(R-2209).

__J PCR como método cualitativo para determina-
cién de presencia/ausencia de CEVd

Se realiz6 la extraccion de acidos nucleicos a par-
tir de corteza tierna, peciolos y nervadura central de hojas
jovenes de plantas citricas por las técnicas de SDS-KOAc
(Garnsey et al., 2002) para material vegetal de campo o de
invernadero, o de Semancik et al. (1975) para plantas de
cidro inoculadas.

El diagnostico por RT-PCR en dos pasos se rea-
lizé utilizando el par de cebadores disefiado por Ito et al.
(2002a): CEV AM3 R (CCGGGGATCCCTGAAGGACTT) y
CEV AP3 F (GGAAACCTGGAGGAAGTCGAQG). La reaccién
para la sintesis de ADNc consistié en 2 pl del extracto de
ARN total; 7,5 pM del cebador complementario, 5X RT bu-
ffer (Promega, Madison, WI, EEUU), 10mM de mix de dNTP
(Promega, Madison, EEUU), 25 mM MgCl, y las enzimas
Ribolock RNase Inhibitor (Thermo Fisher Scientific Inc.) y
Revert Aid Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific
Inc.), segun las instrucciones del proveedor. Las reacciones
se incubaron a 55°C durante 1 h. La fase de PCR se llevo a
cabo utilizando 2pl de ADNc como templado; 0,2 uM de ce-
badores homodlogo y complementario; 0,2 mMdNTPs, 10X
Taq Buffer, 1 mMMgCI,,1 U Tag DNA Polymerase (Thermo
Fisher Scientific Inc.) y agua de grado molecular hasta un
volumen total de 20 pl. Las condiciones de ciclado de PCR
fueron 1 ciclo de 94°C por 2 min, 40 ciclos de 94°C por 30
s, 55°C por 30 s, 72°C por 1 min y 1 ciclo de 72°C por 5
min. Los productos finales de PCR fueron visualizados en
gel de agarosa 1,5% tefiido con GelRed 10000X.

Criterio de aceptacion e interpretacion de re-
sultados de la RT-PCR

La visualizacion en el gel de una banda a la altura
esperada (371 pb, aproximadamente) reveld la presencia
de CEVd en la muestra. La ausencia de la banda indico
que el viroide ensayado no fue detectado en esa muestra.
Para la estimacion del tamafo del amplicén, la banda se
comparo con el marcador de peso molecular 100-1000 pb
sembrado en una calle del gel.

8 RESULTADOS

_ J RT-PCR y comparacién con métodos de refe-
rencia

Los resultados de las 37 muestras analizadas por
el método RT-PCR ajustado y los métodos de referencia se
detallan a continuacion (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados obtenidos con el método de RT-PCR y mé-
todos de referencia por muestra.

derifeasn prpon  space  Disthisico
1 T-0008 + + +
2 T-0009 + + +
3 T-0010 + + +
4 T-0011 + + +
5 T-0069 + + +
6 T-0178 + + +
7 T-0184 + + +
8 T-0202 + + +
9 T-0205 + + +
10 T-0394 + + +
11 T-0398 + + +
12 T-0514 + + +
13 R-2207 + + +
14 R-2208 + + +
15 R-2209 + + +
16 T-0001 - - +
17 T-0074 - - +
18 T-0180 - - +
19 T-0186 - - +
20 T-0212 - - +
21 T-0455 - - +
22 R-2206 - - +
23 R-1617 - - -
24 R-0504 - - -
25 R-0505 - - -
26 R-1627 - - -
27 R-0523 - - -
28 R-0525 - - -
29 R-1620 - - -
30 R-0604 - - -
31 R-0245 - - -
32 R-1348 - - -
33 R-1349 - - -
34 R-1357 - - -
35 R-1358 - - -
36 R-1359 - - -
37 R-2205 - - -

Resultado +: Detectado. Resultado-: No Detectado.

Todos los aislamientos de CEVd, tanto de contro-
les positivos como muestras de campo, fueron detectados
por los tres métodos utilizados. Las plantas sanas o las
infectadas con otros patégenos resultaron negativas con
el método ajustado, demostrando la alta especificidad del
mismo.

El método biolégico permite detectar viroides
tanto individuales como en mezcla sin posibilidad de su
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identificacion (Ito et al., 2002b). Por esto, las muestras 16
a 22 que no contenian CEVd, igualmente manifestaron
sintomas en el diagndstico por estar infectadas con otros
viroides.

La muestra de campo de limonero Eureka R-2209
con sintomas caracteristicos de descortezamiento resulté
positiva para CEVd, asi como dos de las cuatro plantas
asintomaticas (R-2207 y R-2208), lo que evidencia la efi-
cienciay sensibilidad del método propuesto. Por otro lado,
no hubo deteccion en la muestra sana R-2205 ni R-2206
que estaba infectada con otro viroide.

@ CONCLUSIONES

La RT-PCR con el protocolo propuesto resulta
una técnica apropiada para la deteccion de CEVd en ais-
lamientos de la region. Dado que en las pruebas de diag-
néstico biolégico los sintomas son inespecificos e indi-
can la presencia de diferentes viroides, tanto individuales
como en mezcla, esta metodologia, ademas, permite la
identificacion de CEVd.

Adicionalmente, requiere un tiempo significativa-
mente inferior (48 horas) para la obtencién de resultados,
en comparacion con las otras metodologias disponibles
hasta ahora (minimo de tres meses para sPAGE y seis
meses para el diagnéstico bioldgico). Ademas, el empleo
de dos o mas técnicas aumenta la seguridad y confianza
del resultado y minimiza la incertidumbre, sobre todo en
aquellos casos de importacion y exportacién de material
vegetal, certificacion o cuarentena (Olmos et al., 2008).
Por ello, con la incorporacion de este método se presenta
una alternativa a los ya disponibles y con ventajas adicio-
nales.

Finalmente, la metodologia se puso a disposi-
cion del Instituto Nacional de Semillas (INASE), organismo
que regula la produccién, comercializacién e introduccion
de plantas citricas de vivero y el funcionamiento de los
laboratorios de diagnostico de enfermedades de plantas
citricas de vivero en Argentina. El mencionado protocolo,
luego de ser analizado por el Laboratorio de Marcadores
Moleculares y Fitopatologia de la Direccion de Calidad del
INASE, fue aceptado e incorporado como metodologia
autorizada para el diagnéstico del viroide de la exocortis
de los citricos (Resolucion 479/2023, anexo ).
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