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RESUMEN: Los cultivos de cftricos pueden verse afectados tanto
por infecciones virales como subvirales, causando una
disminucién de rendimiento, por lo tanto, llevando a pérdidas
econémicas. El estudio fue realizado con el propésito de
evaluar la presencia del Virus de Tristeza de los Citricos (CTV)
y viroides en cffricos dentro del departamento de Guatemala,
en los municipios de Ciudad de Guatemala, Mixco, Santa
Catarina Pinula y San Juan Sacatepéquez. Para ello, se
seleccionaron hojas sintomdticas y asintomdticas, a las cuales
se les aplicé la prueba de RT-PCR para la deteccién de
viroides utilizando marcadores generales, mientras que en el
caso del CTV, su deteccién se realizé6 mediante el ensayo de
ELISA. De esto se obtuvo que ninguna de las muestras presentd
infeccién por viroides, sin embargo, la prueba se vio afectada
debido a la degradacién que presentaba el ARN analizado.
Por otro lado, se determiné la presencia de CTV en las
muestras sinfomdticas perfenecientes a los municipios de San
Juan Sacatepéquez, Ciudad de Guatemala y Mixco, asf como
para las muestras asinfométicas de la Ciudad de Guatemala
y Mixco, indicando la presencia de CTV en tres de los cuatro
siios muestreados. A partir de lo obtenido, se deben realizar
pruebas adicionales como secuenciacion, para establecer la
cepa del virus. Adicionalmente, se recomienda evaluar una
posible infeccién bacteriana y/o fingica que pueda dar paso
a la sintomatologia observada. Finalmente, para evitar la
propagacién del virus, se recomienda el uso de hongos
entomopatégenos anfagonistas del vector transmisor.

PALABRAS CLAVE: Viroides, Virus de la tristeza de los cfiricos (CTV),
ELISA, RT-PCR.

Determination of the presence of Citrus Tristeza Virus
(CTV) and Viroids in Citrus from the Depariment of
Guatemala

ABSTRACT: The citrus cultivations can be affected because of viral
and subviral infections, causing a decrease in its performance
therefore leading to economic losses. The purpose of of this
study was to evaluate the presence of Citrus Tristeza Virus (CTV)
and citric viroids inside the Department of Guatemala, in the
municipalities of Guatemala City, Mixco, Santa Catarina Pinula
and San Juan Sacatepéquez. We selected symptomatic and
asymptomatic leaves of citrus plants to which RT-PCR was
performed for the detection of viroids using general markers,
while in the case of CTV, its detection was performed by an
ELISA test. None of the samples presented viroids, nevertheless
the test was affected because of the degradation represented
in the RNA analyzed. On the other hand, it was confirmed the
presence of CTV in the symptomatic samples belonging fo the
municipalities of San Juan Sacatepéquez, Guatemala City and
Mixco, as well as for the asymptomatic samples of Guatemala
City and Mixco, indicating the presence of CTV in three of four
sampled sites. It is recommended to carry out additional fests,
like sequenciation, to establish the virus strain. Furthermore, it
is recommended fo evaluate a possible bacterial and/or fungal
infection that can lead to the observed symptomatology. Finally,
to avoid the virus propagation, it is recommended the use of
antagonist enfomopathogenic fungi.

KEY WORDS: Viroids, Citrus Tristeza Virus (CTV), ELISA, RT-PCR.
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Introduccion

Los citricos son uno de los productos mds comercializados
en Guatemala; estos se exportan principalmente a Holanda,
Inglaterra y Estados Unidos, generando exportaciones anuales
de US$5,729,745 (Agexport, 2021), y creando alrededor
de 177,254 empleos en todo el pas. Sin embargo, uno de
los mayores problemas para la exportacién de citricos son
las enfermedades que estos pueden llegar a tener, ya sea
por bacterias, hongos, plagas o virus que afecten la calidad
del fruto y el rendimiento de produccion. Las plantas afectadas
por alguna de estas enfermedades pueden disminuir la
produccion hasta un 35% y los drboles pueden morir en
cuatro afos (FAO, 2013)

Algunas de las enfermedades mds conocidas que afectan a
las plantaciones de citricos son, el virus de la tristeza de los
citricos (CTV por sus siglas en inglés para Citrus Tristeza Virus)
y los viroides. En Guatemala, el CTV fue detectado en 2003
y ha continuado su propagacién (Cucul, 2012; Lin, et al.,
2015). EI CTV es considerado una de las virosis mas importante
y devastadora para este tipo de cultivo a escala mundial.
Este se puede transmitir de manera semipersistente por algunas
especies de dfidos, principalmente Toxoptera citricida. Este
virus afecta a especies de naranjas, toronjas y limones
(Chaparro et al. 2008). Los principales sinftomas que presenta
son, decaimiento, defoliacion, detencion del desarrollo y en
muchos casos muerte (Ministerio de Medio Ambiente y Medio
Rural y Marino, 2015)

Por otro lado, los viroides, son entidades subcelulares de
menor complejidad genética y estructural que son conocidos
por representar una forma externa de parasitismo y atacan
principalmente a los vegetales (De Fitopatologia, S.E.,
2016). Se conoce que los viroides son transmitidos por
diseminacién de una planta a ofra, a fravés de propagacién
vegetativa, contaminacién mecdnica, polen o semillas
(Gergerich y Dolja, 2006). Estos causan serios problemas
en las cosechas, presentando sinfomas como la reduccién
de fruto y hojas, reduccién del crecimiento del érbol y muerte
(Gonzalez, 1995)

El propdsito de este estudio fue determinar la presencia del
Virus de la Tristeza de los Citricos (CTV) y de viroides en
plantas de citricos (Naranja, Mandarina y Limén) en distintos
municipios del Departamento de Guatemala.

Materiales y Métodos

Recoleccion de muestra

Se realiz6 la recoleccién de hojas sintomdticas de limén
(Citrus x limon), naranja (Citrus x sinensis) y mandarina (Cifrus
reficulata) en diferentes localizaciones dentro del departamento
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de Guatemala; especificamente en la Ciudad de Guatemala,
Santa Catarina Pinula, San Juan Sacatepéquez y Mixco.
Luego, se preparé en tubos Eppendorf un fotal de 15 muestras
a trabaijar, en las cuales se incorporaron las hojas colectadas
en los puntos de muestreo de cada departamento. En total,
se obtuvieron cinco muestras para trabajar del municipio de
Santa Catarina Pinula y cinco para el municipio San Juan
Sacatepéquez; para ambos se prepard fres tubos con muestras
sintomdticas, y dos con asinfomdticas. En el caso del municipio
de Mixco, se prepararon tres muestras, dos de ellas
sinfomdticas, y una asintomdtica. Para la Ciudad de
Guatemala, se prepararon dos muestras de trabajo, una
sintomdtica y la ofra asintomdtica. Adicionalmente se incorpord
a las pruebas la muestra control, positiva para viroides, la
cual se obtuvo del invernadero de la Universidad Del Valle
de Guatemala (Campus Central)

Se realizé el registro fotografico a cada muestra, se registraron
los sintomas, y se asigné un cédigo acorde al nimero de
muestra y sitio de muestreo: Ciudad de Guatemala (Ciu),
Santa Catarina Pinula (CS), San Juan Sacatepéquez (SJ) y
Mixco (Mix). También se asigné un cédigo acorde al tipo de
citrico muestreado: limén (L), naranja (N), mandarina (M).
Un ejemplo representativo de las mismas se muestra en la
figura 1.

Deteccion de CTV mediante el ensayo de ELISA

Se realizé la deteccion del CTV en las muestras por medio
del ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).
Se trabaj6 acorde al protocolo establecido por Agdia (2021)
para la defeccién serolégica por el kit ELISA Reagent Set for
Citrus tristeza virus. Se realizé la lectura de la placa pasada

Figura 1. Muestras de citricos de Ciudad de Guatemala (A, limén), Santa Catarina Pinula
(B, mandarina), San Juan Sacatepéquez (C, limén) y Mixco (D, naranja) respectivamente.




1y 2 horas de incubacién en oscuridad, obteniendo en total
dos lecturas de densidad 6ptica. Para evaluar los resultados
se consideré como positivo para el virus, si la lectura de
densidad 6ptica de la muestra era mayor que el doble de la
media del control sano.

Extraccion de ARN

La extraccién de ARN para las muestras obtenidas fue realizada
tomando en consideracién el protocolo establecido por Locali
y colaboradores (2003) con modificaciones del Laboratorio
de Proteccién Vegetal (LPV) de la Universidad del Valle de
Guatemala (Campus Central) Para todo el proceso, las
centrifugaciones fueron realizadas a 13,000 rpm a tiempo
variado. Las modificaciones fueron las siguientes: las muestras
fueron incubadas en frio durante 20 minutos, para luego
macerar el fejido vegetal. Durante el proceso se adicionaron
200 ul de fenol y 200 ul de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1), con centrifugacion de 8 minutos. El precipitado final
obtenido se secé al aire por 30 minutos, y fue resuspendido
en 25 ul de agua ulirapura. Se evalué el estado del material
genético extraido mediante geles de integridad, de los cuales

se esperaba visualizar las subunidades ribosomales 18s y
28s del ARN.

Deteccion de viroides por RT-PCR de transcripcion reversa

Se realizé la deteccidn de viroides en las muestras sintomdticas
mediante el ensayo de RT-PCR convencional. La transcripcién
reversa se fue realizada acorde al protocolo indicado por
Promega (2018) para el kit GoScript™ Reverse Transcription
System. Para la prueba de PCR, se preparé la mezcla de
reaccion utilizando la enzima GoTag® DNA Polymerase de
Promega™ en la siguiente reaccién: Buffer 5x, MgCl, 25
mM, dNTPs 2.5 mM, primers forward y reverse 5 uM, Taq
polimerasa 5 U/ul y ajustando el volumen final a 25 ul con
agua libre de nucleasas. Se empled el uso de primers generales
para viroides. Tras preparar la mezcla de reaccion se cargé
el ADNc obtenido de la reaccién de RT-PCR. Se configuré
el programa para la amplificacién con una desnaturalizacion
inicial a 94°C por 2 min, para proceder con los 30 ciclos
que incluye la desnaturalizacién del ADNc a 94°C durante
30s, el alineamiento de primers a 68°C por 45s, y la extension
de la polimerasa a 72°C por 45s. El paso final consistié en
una extension a 72°C durante 10 min.

Electroforesis en gel de agarosa

Para visualizar los productos de amplificacién de RT-PCR, se
realiz6 la electroforesis en geles de agarosa, fomando de
base el protocolo establecido por Padilla y colaboradores
(2005) con modificaciones de LPV. Se preparé el gel al 1.33%
de agarosa, agregando 0.4g de agarosa y 30 ml de buffer
TAE 1X. Para cargar las muestras, se colocaron 4ul de
producto y controles, a los que se agregé Tul de buffer de

carga y Tul de Gel Red. Se utiliz6 la escalera PCR Marker de
1000 pb de Promega™; esta fue la Gltima en cargarse y se
prepar6 de manera similar a los productos, pero agregando
en su lugar Tul de escalera. La electroforesis se programé
a 85V durante 40 min y luego de la corrida, el gel fue
visualizado en un transiluminador UVP™.

Resultados y Discusion

Deteccion de CTV mediante ELISA

La prueba de ELISA se llevé a cabo para detectar mediante
enzimoinmunoabsorcién la presencia de CTV en las muestras
analizadas. De esta, se observé la presencia del virus en
cuestion en las muestras sinfomdticas pertenecientes a los
municipios de San Juan Sacatepéquez, Ciudad de Guatemala
y Mixco, asf como para las muestras asinfomdticas de Ciudad
de Guatemala y Mixco, como estd indicado en el cuadro 1.
Lo anferior se determiné mediante las lecturas de absorcién
a 405 nm, donde la lectura de cada muestra positiva fue
mayor al doble de la lectura promedio del control sano
utilizado, siendo la lectura promedio de 0.450+0.322UA
para las muestras positivas. El hecho de que muestras
asinfomdticas presentaran un resultado positivo puede implicar
que la infeccién es ocasionada por una cepa moderada de
CTV, dado que se ha reportado que estas pueden causar
infecciones sin sinfomas aparentes en cultivos de citricos. Por
otro lado, las muestras que presentan sintomas pueden ser
indicativos de una infeccién por una cepa severa, lo que
puede confirmado mediante una caracterizacién molecular
(Lee y Keremane, 2013).

Deteccion de viroides mediante RT-PCR

El RT-PCR se efectud con el fin de determinar la presencia
de viroides en las muestras analizadas. Estas no presentaron
banda de amplificacién en el rango esperado (246-375 pbh),
indicando por ello, la ausencia de viroides en las muestras
evaluadas (Strauss y Strauss, 2008). A pesar de esto, el
resultado puede verse afectado debido al estado de las
muestras, ya que la infegridad del ARN extraido se vié afectada
(figuras 2y 3).

En el gel de integridad, no fue posible observar la banda
correspondiente para las dos subunidades de ARN ribosomal
eucariota, excepto para una de las muestras de limén
provenientes de Santa Catarina Pinula (figura 3, CS L2). En
su lugar se observé la presencia de ADN gendmico
confaminante, evidenciado como las bandas de mayor famarfio
en el gel (figuras 2 y 3), y de ARN degradado. Con esto en
consideracion, el material genético no se encontraba en un
estado éptimo para andlisis moleculares, ya que se recomienda
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|
Cuadro 1. Resultados de deteccién para lus pruebas aplicadas sobre muestras sintomdticas y asinfomdticas.

Municipio de Sintomatologia ELISA CTV RT-PCR Viroides
. *
procedencia Presentada Sintomdticas Asintomaticas Sintomdticas Asintomaticas
Ciudad de Amarillamiento, inicio de mosuico,
Guatemala acloramiento de las venas, n . _ )
manchas necroticas y clordticas,
dafio por insecto.
Santa Puntos clordticos, amarillomiento,
Cataring moteado, dafio por insecto, - - - .
Pinula crecimiento de hongo.
San Juan (lorosis, moteado, necrosis,
Sacatepéquez crecimiento de hongo, mosaico, + - . .
amarillamiento, aclaramiento de
los venas, dafio por insecto.
Mixco (lorosis, moteado, necrosis,
crecimiento de hongo, mosaico, + + - -
amarillamiento, aclaramiento de
las venas, dafio por insecto.

*La sinfomatologia reportada no corresponde a la fotalidad de muestras analizadas por sitio ya que en algunos casos los drboles de citricos eran asinfomdticos.

csm1

SJN1

Ciu L1

SJL1 SJM1 CiuM1 CsL1

Mix M1 CcsL2 CsL3

i

CSM2 MixL1 SJL2 MixN1 SJL3

Figura 2. Integridad del primer grupo de ARN para la prueba de RT-PCR para viroides,

Figura 3. Infegridad del segundo grupo de ARN para la prueba de RT-PCR de viroides,

visualizados en gel de agarosa al 1.33%.

visualizados en gel de agarosa al 1.33%.

una proporcién de subunidades 28sy 18s en 2:1, con bandas
bien definidas en el gel de integridad (Skrypina et al., 2003;
Palmer y Prediger, 2021). Tomando en cuenta lo anterior,
no es posible garantizar la ausencia de viroides en las muestras
analizadas, y se recomienda enfocar la prueba hacia la
deteccion especifica de un tipo de viroide de citrico, acorde
a la sintomatologia que estos presentan.
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Implicaciones y vista a futuro

Puesto que la prueba de deteccion fue positiva para CTV, se
recomienda secuenciar un segmento del genoma del virus
que permita determinar el tipo de cepa presente. De esta
forma puede implementarse un plan de monitoreo y establecer
si la cepa es de alta o baja severidad (CIPF, 2016) También



se recomienda el monitoreo del vector de CTV, T. citricida,
cuya presencia en Guatemala ha sido confirmada acorde a
estudios realizados por SENASICA (2019) Si bien, se observé
lo presencia de CTV en la Ciudad de Guatemala, debido a
la ausencia de datos actuales respecto al vector en el pafs,
no es posible establecer una relacién entre su distribucién y
la presencia en los municipios. Por dicha razén, se requiere
de estudios adicionales sobre la prevalencia del vector, de
manera que pueda establecerse relacién en los municipios
evaluados.

Por Gltimo, es posible que los resultados negativos para
ambas pruebas se deban a que el dafio a la morfologia de
las hojas evaluadas fuese causado por insectos, a pesar de
la presencia de sintomas. Ejemplo de esto fue el caso de las
muestras de Santa Catarina Pinula, San Juan Sacatepéquez
y Ciudad de Guatemala, en la cual se observé el dafio
caracteristico del minador de hojas de los citricos Phyllocnistis
citrella. Este insecto forma parte de las plagas de los cftricos,
el cual realiza dafio directo a la hoja, lo que se observa en
la figura 1 brindando una via de entrada a bacterias que
afectan a los citricos (Asplanato, 2009). Por este motivo, se
recomienda evaluar la presencia de insectos y bacterias en
las muestras, de manera que estos puedan confirmar los
sintomas presentados en el Cuadro 1, que no coincidieron
con CTV o viroides.

Conclusiones y recomendaciones

* La metodologia de enzimo-inmunoandlisis empleada fue
efectiva para la deteccién de CTV en muestras de citricos,
ya que fue posible determinar su presencia en tres de los
cuatro sitios trabajados. Para la identificacién de la cepa
especifica, se recomienda secuenciar el ADN extraido, de
manera que pueda establecerse un monitoreo respecto a
la misma. Dada la obtencién del resultado positivo, se
recomienda considerar el uso de hongos entomopatégenos
e insectos antagonistas para el control de T. citricida,
vector del CTV. Adicionalmente, se recomienda erradicar
las plantas a las cuales corresponden las muestras con
presencia del virus, en caso los sintomas se agraven y se
cuente con drboles de citricos en las cercanias, para evitar
diseminar la infeccién. En cuanto a los drboles con
resultados positivos para CTV, pero que no presentaron
sintomas, se recomienda evaluar la severidad de la cepa
ya que al comprobar que esta sea del tipo moderada,
podria evaluarse su uso para contribuir a los estudios
asociados al desarrollo de resistencia hacia el virus en
distintos hospederos de citricos (Folimonova, 2013).

* Mediante el ensayo de RT-PCR efectuado, no es posible
afirmar que las muestras estdn libres de viroides, dada la
baja integridad de su material genético. Con esto en
consideracion, se recomienda extraer el mismo a partir de

muestras frescas, asegurarse de trabajar en un ambiente
libre de RNAsas y realizar la extraccion procurando la
ausencia de confaminacién que afecte la viabilidad de las
muestras. Como forma alternativa, se recomienda el uso
de técnicas adicionales, como hibridacién con northern
blot, para la deteccién de viroides en las muestras.
Finalmente, se recomienda evaluar una posible infeccién
bacteriana o presencia de insectos en el follaje, de manera
que se determine si los sinfomas observados corresponden
a estos y no a una infeccién por viroide.
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