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CAPITULO 1:

INTRODUCCION
GENERAL




1.1 Cultivo de citricos en el mundo y en la Argentina

Se le llama citrico al conjunto de especies e hibridos pertenecientes a los géneros
Citrus, Poncirus y Fortunella, de la familia Rutaceae. Dentro del género Citrus se
consideran tres especies verdaderas: Citrus reticulata (mandarina), Citrus grandis
(pomelo) y Citrus medica (cidro), siendo todas las restantes hibridos (Figura 1) de estas
tres (Moore, 2001).

Figura 1: Parcela de Citrus sinensis. Tomado de https://intainforma.inta.gob.ar/ (2023)

Los citricos son los arboles frutales mas antiguos de la historia. Los primeros registros
de uso humano de cultivo de citricos datan del 2100 AC, pero su consumo como fruta
comestible solamente comenzo a ser relevante durante el siglo XVIII, siendo el naranjo
dulce la primer especie de interés comercial.

El consumo mundial de citricos se masificé durante el siglo XIX, con los mayores
paises productores iniciando exportaciones de fruta fresca (Navarro, 2012). La
produccion masiva ilustré por primera vez la necesidad de avances en investigaciones


https://intainforma.inta.gob.ar/

cientificas para el mejoramiento de los cultivares, asi como la resolucion de problemas
relacionados a patdégenos. En la actualidad los citricos son cultivados en casi todas las
regiones del mundo que se encuentran dentro de la banda de latitud 40°. Se los utiliza
para consumo como alimento, fuente de fragancias y uso medicinal.

A nivel mundial se producen 144 millones de toneladas de citricos anualmente (FAO,
2021) provenientes de mas de 140 paises, cuyas condiciones de cultivo son altamente
variables. Para ello la investigacion cientifica propicio la adaptacion del cultivo a suelos
alcalinos, salinos, climas diversos, entre otros. (Navarro, 2012).

El primer productor mundial de citricos es China, con 39 mil toneladas anuales, seguido
de Brasil con 15 y Espafa con 5. Argentina se encuentra en el sexto puesto (Figura 2)
con un volumen de exportacion de mas de 3 mil toneladas anuales de los cuales 2

corresponden a limoén (Figura 3), colocando a nuestro pais en el primer exportador
mundial de limones (FEDERCITRUS 2022).

China| China S Sudafrica| South Africa
@ @ 39.750 @ ">; 3.255
@ @ Brasil | Brazil @ = EE.UU.|Usa
15.681 w— 3.108

@ 4. Espaiia|Spain @ Al Egipto| Egypt
w» 5.833 wwr 3.000

Mexico | Mexico Italia | Italy

@ “" 4.595 @ ‘ ’ 2.422

@ Turquia | Turkey o Resto UE | Others EU
4.266 2172
Argentina | Argentina @ . Marruecos | Morocco
3.615 1.650

Figura 2: Produccion mundial de frutas citricas frescas en diversos paises. Afio 2021/2022 (en
miles de toneladas) .Tomado de FEDERCITRUS 2023.




Produccion

Especies Mundial Argentina %

Citrus World Arg

Naranja | Orange 47528 1.009 212 % =
Mandarina | Mandarin 36.524 370 128% =
Limén | Lemon 9.557 2141 21,57 % eo—
Pomelo | Grapefruit 6.761 95 164% =
Total 100.370 3.615 360% ==
Especies Mundial Argentina %

Citrus World Arg

Naranja | Orange 4716 65 163% =
Mandarina | Mandarin 3.447 34 122% e
Limén | Lemon 2.355 260 10,46 % e
Pomelo | Grapefruit 638 0,9 0,11% =
Total 11.156 360 3,23% =

Figura 3: Produccién y exportacion de frutas citricas frescas en Argentina en miles de toneladas
durante el periodo 2021/2022. Tomado de FEDERCITRUS 2023.

Nuestro pais produce mayoritariamente limon, mandarina, naranja, pomelo y, en menor
escala, lima. Existen dos regiones geograficas productoras de citricos, el Noroeste
Argentino (NEA), que incluye la regién mesopotamica, provincias de Entre Rios,
Corrientes y Misiones, y ciudades del norte de la provincia de Buenos Aires, como San
Pedro; y el Noroeste Argentino (NOA), que abarca las provincias de Tucuman, Salta y

Jujuy (FEDERCITRUS 2023, Figura 4).



Provincias Limén Naranja Mandarina Pomelo Total Distribucién regional

Pravince Lemon Orange Mandarin Grapefruit Total Regional distribution
Entre Rios 16.200 301.714 115.828 5.030 438.772

Misiones 15.000 16.000 18.000 8.000 57.000

Corrientes 80.850 344.488 ©189.953 10.8625 625.916

Buenos Aires 2.760 32.865 840 1.120 37.585

Formosa 14115 7.157 3.765 39.616 64.653

Jujuy 91.000 150.000 16.800 9.000 266.800

Salta 203.940 54.625 3.960 16.890 279.415 N[@FAY
Tucuman 1715000  39.180 7100 4.300 1.765.580 67 : 92%
Catamarca 2.500 62.5633 13.362 0 78.395

Total 2.141.365 1.008.563 369.608 94.581 3.614.116

Figura 4: Localizacion de la produccion citricola Argentina, en toneladas. Tomado de
FEDERCITRUS 2023.

La actividad citricola argentina concentra a mas de 5000 productores distribuidos en 10
provincias. Existen 75 empaques de frutas citricas, 22 plantas industriales para el
procesamiento de fruta y el sector emplea a mas de 90.000 trabajadores tanto
permanentes como temporarios (SENASA, 2023).

El volumen total de citricos frescos exportado por Argentina es de mas de 3.600
toneladas, que representan el 3,2% del comercio mundial de citricos frescos. Las
exportaciones argentinas representan en relacion con las exportaciones mundiales el
1,6% de las exportaciones de naranja, el 1,2% de mandarina y el 10,46% del limén
(FEDERCITRUS 2023).

Las especies citricas de interés comercial son muy variables en cuanto a su vigor de
crecimiento, tolerancia a distintos tipos de suelo y condiciones de cultivo. Originalmente
en la industria los arboles productores de citricos eran obtenidos a partir de
germinacion de semillas, pero debido a que estas plantas poseen la capacidad de
reproducirse por apomixis la descendencia presenta una gran variabilidad genética lo
que se traduce en una gran variabilidad fenotipica. Esto es algo no deseado en la
comercializacién, que requiere la conservacion de las caracteristicas del producto
(Stoltz y Strang, 2005).

Es por esto que en la actualidad todos los cultivares comerciales se originan de yemas
injertadas en portainjertos, patrones o “pies” (Figura 5). De esta manera las plantas



productoras son clones de la planta fuente de yemas y todos sus frutos presentan
caracteristicas homogéneas.

Figura 5: Copa de Naranja Valencia (Citrus maxima x Citrus reticulata) injertada sobre pie de
Poncirus trifoliata, de aproximadamente diez afios de edad utilizada en los ensayos de esta tesis.

En el injerto se unen los tejidos de ambas plantas para constituir un individuo
auténomo, generalmente comprendido por un pie o portainjerto que aporta raices y
parte del tronco y la copa de la cual se obtienen los frutos de interés. Las especies
utilizadas como pie son seleccionadas en base a su compatibilidad con la especie de
interés comercial y su tolerancia a factores del suelo, sensibilidad a hongos, parasitos y
enfermedades que se pueden generar en la raiz, ademas de las condiciones de vigor
que le puede conferir a la copa. Esta técnica de propagacion también permite realizar
cambios de copa, es decir, reemplazar una especie frutal por otra sin desaprovechar el
pie ya desarrollado.

10



1.2 Enfermedades que afectan citricos

El rendimiento de las variedades citricas de interés comercial depende directamente
del crecimiento de las plantas y la produccion de fruto, que a su vez depende de
factores abidticos como la disponibilidad de agua, nutrientes, luz, niveles de
temperatura y humedad y de factores bidticos como es la exposicion a patégenos. Una
planta se encuentra sana cuando es capaz de llevar a cabo sus funciones fisiolégicas
de acuerdo a su condicion genética. Se dice que una planta esta enferma cuando una o
mas de sus funciones se ven alteradas por organismos patégenos o por condiciones
del medio (Agrios, 1996).

En el caso de los citricos se han descrito enfermedades cuyos agentes causales son
bacterias, fitoplasmas, hongos, nematodos, virus, viroides, defectos genéticos y
deficiencias nutricionales. Se ha caracterizado un amplio rango de patdégenos que
afectan citricos. En la Figura 6 se encuentran ejemplos de los sintomas que algunos de
estos patdgenos producen.

11



€3¢»
QO
0000

Figura 6: (a-c) Sintomas de la enfermedad citrus concave gum, una enfermedad asociada a un
virus de RNA negativo, en naranja dulce Madame Vinous. Tomado de Navarro et al. (2018): (a)
Concavidades del tronco, (b) Flecos cloréticos en hojas (flecking) (c) patron de hoja de roble. (d)
Sintoma de viroide citrus exocortis viroid en pie de Poncirus trifoliata, descortezado; tomado de
intainforma.inta.gov.ar (e-g) Sintomas de la enfermedad HuanLongBing, causada por la bacteria
Candidatus Liberibacter asiaticus, en mandarina Kinnow (Citrus nobilis x Citrus deliciosa): (e)
corte longitudinal de fruto asimétrico, (f) vista exterior de fruto asimétrico con coloracién
invertida (g) clorosis asimétrica en hoja. Tomado de Rao ef al. (2018).
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Como ya se ha mencionado, todas las variedades de citrico que se comercializan
actualmente son diversos hibridos de las especies C. reticulata (mandarina), C. grandis
(pomelo) y C. medica (cidro). Debido a esto existe una inmensa variabilidad genotipica
en las semillas resultantes de la cruza de cualquiera de las variedades hibridas. Es por
esto que al momento de comercializar plantas los productores toman esquejes de la
planta de interés y establecen clones de la misma sobre portainjertos, asegurandose
asi que el fruto comercial cumple con las caracteristicas deseadas.

Debido al amplio uso de esta técnica en la agricultura, las enfermedades transmisibles
por injerto han sido las mas importantes para el cultivo de citricos. Estas enfermedades
fueron propagadas a lo largo de la historia de los citricos, llegando a producir
epidemias en todo el mundo.

Los agentes causales mas comunes transmitidos por injerto son virus y viroides, y en
menor medida bacterias y micoplasmas (Duran Vila y Moreno, 2000). Este tipo de
enfermedades son una de las principales causas de pérdidas econémicas en el cultivo
de citricos, habiéndose estimado pérdidas en la produccién mundial de hasta el 25% en
anos anteriores (Moreno y Roistacher 1990). En algunos casos la pérdida es directa
por el cese de produccion de los arboles infectados, mientras que en otro los dafos son
indirectos, causados por la pérdida de vigor y longevidad de la planta, decaimiento del
crecimiento, disminucion en el tamafo del arbol, cantidad o calidad de los frutos o
restricciones en la eleccién de portainjertos.

Algunas enfermedades pueden ser controladas mediante saneamiento y certificacion
del material vegetal a propagar (Navarro, 1993; Navarro et al., 2002), mientras que
otras no solo son transmitidas con el material vegetal, sino que también pueden
transmitirse mecanicamente con herramientas de corte, o por transmision natural
mediante insectos u hongos que actuan como vectores del patdogeno. En nuestro pais
fueron controladas con la implementacion de programas de certificacion para viveristas
y productores en las ultimas décadas. El Programa de Certificacion Nacional de
Citricos fue implementado en 1998 (Ministerio de Justicia y DDHH, Resoluciéon 149/98
https://servicios.infoleg.gob.ar/infoleginternet/anexos/50000-54999/5394 1/norma.htm).

Una de las enfermedades transmisibles por injerto que mas importancia ha tenido en
nuestro pais ha sido la psorosis de los citricos, tratada en este trabajo, que causo
epidemia durante décadas debido principalmente a la propagacion de yemas infectadas
(Moreno et al., 2015).
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1.2.1 Enfermedades del “grupo psorosis”

El primer reporte de la enfermedad denominada psorosis de los citricos fue hecho en
1896 por Swingle y Webber (Swingle y Webber, 1896). Desde entonces y hasta su
asociaciéon con particulas de aspecto viral en la década de 1980 (Derrick et al., 1988;
da Graga et al., 1991) se generd confusién en la literatura con respecto a los sintomas
inducidos por CPsV vy el resto de las enfermedades del “grupo psorosis” (Moreno et al.,
2015). Esto ocurri6 mayormente por dos motivos; por un lado, las enfermedades
pertenecientes a este grupo (citrus ringspot, concave gum, impietratura y cristacortis) al
igual que psorosis de los citricos, inducen flecking en las hojas jovenes de plantines
indicadores (Duran-Vila y Moreno, 2000; Timmer et al., 2000). Por otro lado, como ya
se ha mencionado, los arboles infectados con CPsV demoran mucho tiempo (10 a 15
afnos) en desarrollar el sintoma mas caracteristico de la enfermedad a campo que es el
descascarado de la corteza. Es decir, los sintomas de flecking y manchas cloréticas
presentes en hojas jovenes no son especificos de psorosis, por lo que resultaba
imposible saber si los arboles a campo con esta sintomatologia presentaban
infecciones mixtas con otros virus del “grupo psorosis”.

En la década de 1930 Fawcett encuentra que la enfermedad llamada psorosis era
transmisible por injerto (Fawcett, 1932). En 1945 Wallace descubre que el in6culo de
corteza de arboles que presentan descortezado es capaz de inducir flecking clorético
en hojas jévenes de plantines jovenes de invernaculo que luego desaparecian al
envejecer la hoja (Wallace, 1945), lo que represent6 un gran avance para el diagnéstico
de la enfermedad. Décadas mas tarde Roistacher desarrolla un ensayo biolégico, (ver
Cap. 3, seccién 3.1.1) que permitié el diagndstico de la enfermedad en 4 a 6 semanas,
en lugar de los 10-15 afos necesarios para el desarrollo de descamado de la corteza
(Roistacher, 1991). El problema generado con este descubrimiento fue la asociacion de
la enfermedad psorosis de los citricos con enfermedades que podian ser causadas por
otros agentes virales, basandose en la induccion de flecking en plantines indicadores.

En 1938 Fawcett y Klotz describen 2 tipos de psorosis, denominadas psorosis A y
psorosis B (PsA y PsB, respectivamente), donde la ultima genera sintomas mas
agresivos como anillos cloréticos en hojas viejas, pustulas en ramas jovenes y
manchas decoloradas o surcos en los frutos, sintomas no observados en plantas
infectadas con PsA (Figura 7; Fawcett y Klotz, 1938).
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Figura 7: Sintomas de PsA y PsB observados en plantines indicadores. a) Shock necrético en
brotes jovenes de naranjo dulce Pineapple (NDP) (PsA); b) Pustulas en rama joven de un NDP
(PsB); ¢) Flecking clordtico (PsA); d) Anillos clordticos en hojas jovenes (PsA); e) Manchas
cloroticas en hojas jovenes (PsA); f) Pustulas impregnadas de goma en hojas viejas (PsB); g)
Manchas cloroticas en hojas viejas (PsB). Tomado de Moreno et al., 2015.
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En 1957 Wallace observé que plantas infectadas con PsA no desarrollaban sintomas
de PsB al infectarlas con este indculo (Wallace, 1957). Esta observacion posibilito el
desarrollo del test de proteccion cruzada, lo que a su vez permitid la identificacion
especifica de PsA y su diferenciacion de otras enfermedades del “grupo psorosis” que
no otorgaban esta proteccién contra los sintomas de PsB. Sin embargo, al evaluarse
con esta metodologia plantas con infecciones mixtas (de PsA junto con cualquiera de
las otras enfermedades del grupo), los resultados de este test relacionaron
erroneamente a otras enfermedades con psorosis. Esto reforzé la idea de que esas
enfermedades pertenecian al “grupo psorosis” (Wallace, 1968; 1978).

A continuacidn se presenta la Tabla 1, que resume los sintomas de las diversas
enfermedades del “grupo psorosis” en las distintas partes de la planta.
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Tabla 1: Resumen de los sintomas producidos por las diversas enfermedades del “grupo
psorosis” (Moreno et al, 2015; Da Graca et al, 1991; Whiteside et al, 1988).

Enfermedad

Sintomas en
tronco/ramas

Sintomas en
hojas jovenes

Sintomas en
hojas maduras

Sintomas en
fruto

Sintomas no
especificos

Psorosis de
los citricos

Descortezado en
infecciones de mas
de 10-15 anos,
desintegracion del
xilema y gomosis
(PsA y PsB)
Pustulas en tallos y
ramas jovenes (PsB)

Flecking y
anillos cloréticos
que desaparecen
al envejecer la
hoja, shock
necrotico (PsA'y
PsB)

Ninguno (PsA)
Pustulas y
manchas
cloréticas (PsB)

Disminucion en
rendimiento
(PsA y PsB)

Muerte de ramas
mas afectadas
por gomosis,
eventual muerte
de la planta (PsA
y PsB)

Citrus Ninguno Flecking que Anillos Disminucion en | Disminucién de
ringspot persiste al cloréticos y cantidad y la densidad de la
envejecer la hoja | manchas calidad copa y eventual
necroticas muerte de la
planta
Impietratura | Visiblemente la Flecking y patrén | Ninguno Disminucion de | Pérdida de hojas
morfologia no se ve | de hoja de roble tamafio, diversos | durante el verano
afectada, pero genera | que desaparece al patrones de
Necrosis y gomosis envejecer la hoja endurecimiento
en tejido vascular de del exocarpo,
ramas y peciolos gomosis en
mesocarpo,
generacion de
protuberancias
Cistacortis Depresiones Flecking y hoja | Ninguno Ninguno Ligera
verticales en tronco, | de roble que disminucion en
£omosis desaparece al el tamano total
envejecer la hoja de la planta
Concave Concavidades en Flecking y hoja | Ninguno Ninguno Enanismo
gum tronco, goma bajo la | de roble que moderado

corteza entre
concavidades,
exudacion de goma a
través de quiebres en
la superficie

desaparece al
envejecer la hoja

La identificacion de los agentes causales de cada una de estas enfermedades ocurrié
gracias al aumento en la disponibilidad y disminucion de costos asociados a los
meétodos de secuenciacion masiva.
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Posteriormente, diversos grupos de trabajo demostraron que es posible transmitir
algunos aislamientos de psorosis y ringspot a hospedantes herbaceos, ya sea por
cuscuta (Price 1965; Desjardins et al. 1969) o mecanicamente (Timmer et al. 1978;
Garnsey y Timmer 1980; Roistacher et al., 1980; Sarachu et al. 1988; Navas Castillo et
al. 1991). Esto fue un gran avance para la purificacion del agente viral. En 1988
Garnsey y Timmer aislaron el agente asociado a un aislamiento de ringspot proveniente
de una unica lesion a Chenopodium quinoa, para luego transmitirlo mecanicamente a
Gomphrena globosa y finalmente a citron. Cuando el inéculo de citron fue injertado en
naranjo dulce (Citrus sinensis L Osb.) generé descamacion de la corteza. Este ensayo
demostré que al menos algunos aislamientos de ringspot contenian un virus asociado a
la descamacion de corteza y que este virus era transmisible a hospedantes herbaceos
como C. quinoa y G. globosa (Garnsey y Timmer, 1988).

Contar con un indicador herbaceo confiable permitié evaluar rapidamente la infectividad
de diversas fracciones de extracto crudo de material foliar separadas en un gradiente
de sacarosa. Derrick et al. (1988) purificaron y fraccionaron en un gradiente de
sacarosa un extracto hojas infectadas con un aislamiento de ringspot denominado
CPV-4 y encontraron que las fracciones de ese gradiente no eran infectivas
individualmente, mientras que la mezcla recuperaba la infectividad. Esto demostré que
el virus asociado a ringspot poseia un genoma multipartito (Derrick et al., 1988). En el
mismo grupo de trabajo, se obtuvo un antisuero para una proteina de
aproximadamente 48 kDa asociada a ambas fracciones infectivas (Barthe et al., 1998),
que luego fue demostrado se trataba de la proteina de cubierta (CP) de CPsV
(Sanchez de la Torre et al., 1998). Este antisuero permitio la deteccion de particulas de
aspecto viral de dos tamanios distintos mediante microscopia inmunoelectrénica y de la
proteina de ~48 kDa mediante analisis por Western Blot a partir de extractos de plantas
infectadas (Garcia et al., 1994).

Estos descubrimientos, posteriormente confirmados mediante analisis de aislamientos
de psorosis y ringspot provenientes de distintos paises (da Graga et al.. 1991; Garcia et
al., 1991a, c, 1994; Navas-Castillo et al., 1993a; Navas-Castillo y Moreno, 1995),
demostraron que psorosis y la mayoria de los aislamientos de ringspot presentaban
CPsV, mientras que concave gum, impietratura y cristacortis no tenian relacion con
CPsV (da Graca et al., 1991). Esta conclusion se vio reforzada gracias a la
comparacién bioldgica de distintas plantas indicadoras (Navas-Castillo y Moreno
1993a).

A pesar de esto, algunos aislamientos de ringspot de Espafia presentaban sintomas

distintos de los de psorosis en citricos y en C. quinoa, no ofrecian proteccién contra los
sintomas de PsB ni evidenciaban presencia de la proteina de cubierta (Navas-Castillo y
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Moreno, 1993a, b). Ademas, plantines de naranjo dulce inoculados sucesivamente con
este tipo de ringspot y luego con PsA o PsB presentaban sintomas caracteristicos tanto
de ringspot como de psorosis (Moreno, datos sin publicar). Estos y otros aislamientos
de ringspot observados en diversos paises eran caracterizados por patrones
amarillentos en hojas viejas y frutos, claramente distintos a los patrones de PsB, y
fueron posteriormente llamados citrus yellow ringspot (Moreno 2000a, b).

Gracias a la disponibilidad de estas secuencias nucleotidicas y de nuevos anticuerpos
poli y monoclonales contra la CP se desarrollaron nuevas técnicas de deteccién
inmuno-enzimatica y basadas en RNA (Naum-Ongania et al., 2003; Garcia et al., 1997,
Barthe et al., 1998; Alioto et al., 1999; D’Onghia et al., 1998, 2000, 2001; Djelouah et
al., 2000; Martin et al., 2002a; Loconsole et al., 2006; Zanek et al., 2006, Garcia et al.,
1996, 1997; Legarreta et al., 2000; Sambade et al., 2000; Martin et al., 2005; Rosa et
al., 2007; Barragan-Valencia et al., 2008; Loconsole et al., 2010; de Francesco et al.,
2015; Osman et al., 2015).

Hasta la actualidad y gracias a las técnicas de secuenciacidon masiva se ha podido
dilucidar la identidad de los agentes causales de todas las enfermedades que
originalmente pertenecian al “grupo psorosis”. En 2018, Navarro et al. encontraron
mediante secuenciacion masiva y analisis bioinformatico un virus a RNA negativo
asociado a la enfermedad concave gum y disenaron un protocolo de RT-PCR para su
deteccion (Navarro et al., 2018a).

A partir del mismo analisis este grupo de trabajo logré identificar un segundo virus a
RNA negativo asociado a la enfermedad cristacortis o impietratura, denominado citrus
virus A (CiVA) y desarrollaron un protocolo de RT-PCR para su deteccion (Navarro et
al., 2018a). La asociacion entre CiVA e impietratura se vio reforzada gracias al trabajo
de Beris et al. en 2021 y en 2022 De Bruyn et al. desarrollaron un método de RT-PCR
real time para su deteccion en citricos.

Las técnicas de deteccion especificas desarrolladas permiten identificar a cada uno de
estos agentes causales, algo que hasta el momento no era posible mediante la técnica
de diagndstico por Indexing Bioldgico (IB).

Por otro lado, la identificacion de cada uno de estos virus permite conocer la verdadera
incidencia de cada uno de ellos en las diversas regiones productoras de citricos, lo que
a su vez permite un mejor monitoreo del estado sanitario de los citricos que se
encuentran en actividad productiva.
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1.3 Psorosis de los citricos

La enfermedad psorosis de los citricos es una de las enfermedades mas antigua que
afectan plantas. Es la primera virosis de citricos descubierta en la historia de la
citricultura, siendo su primera descripcién en el siglo XIX (Swingle y Weber, 1896).
También se trata de la primera enfermedad en la que su sindrome completo fue
reproducido a partir de la transmision por injerto (Fawcett, 1932), permitiendo su
estudio. En esos viejos reportes siempre se describi6 como una enfermedad causada
por un agente viral, de acuerdo al conocimiento de la fitopatologia disponible en esa
época.

1.3.1 Sintomatologia

El sintoma mas caracteristico y por el cual la enfermedad lleva su nombre es la
descamacion en la corteza del tronco y ramas en arboles adultos (Figura 8A). Estos
sintomas comienzan a observarse como lesiones pequefias en arboles de 10-15 afnos
de edad que pueden avanzar lentamente hasta cubrir el tronco y las ramas principales
(Roistacher, 1993; Roistacher et al., 1991; Navas-Castillo y Moreno, 1995).

Por debajo de la descamacién se observa una desintegracion total o parcial de
elementos del xilema con formacién de goma que impregna la madera y puede causar
obstruccién de vasos, lo que provoca decaimiento progresivo de la planta y puede
culminar en la muerte de las ramas afectadas. Esta acumulacion de goma puede
observarse en cortes transversales de las zonas descamadas del tronco, como
manchas pardas en la madera. Estos sintomas han sido utilizados como criterio para
diagnosticar la enfermedad a campo (Roistacher, 1993; Roistacher et al., 1991). En
hojas jovenes de arboles infectados también se observa flecking (Figura 8B) y anillos
clordticos que suelen desaparecer a medida que la hoja envejece (Wallace, 1957).
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Figura 8: Sintomas de la enfermedad psorosis de los citricos. A: descortezado (éste sintoma sélo
se desarrolla en arboles adultos de mas de 10 afos), B: flecking y manchas clordticas en brotes y
hojas jovenes, C: shock necrotico en brotes jovenes, D: pustulas en tallos y ramas jovenes.

En cuanto a los diferentes aislamientos descritos, se determind que el agente causal se
trataba de la misma especie viral citrus psorosis virus (CPsV) (Garcia et al, 1991).

En este trabajo de tesis hemos utilizado el aislamiento argentino CPsV 90-1-1 de PsA,

perteneciente a la coleccidn que se encuentra en el banco de la EEAA-INTA Concordia,
Entre Rios. Es un aislamiento de PsA que presenta tipicamente shock, flecking y
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manchas cloréticas en plantines jovenes de naranjo inoculados mediante injerto, y el
aislamiento CPsV 243-7 (PsB) que también presenta los sintomas tipicos, mas
agresivos, de PsB.

1.3.2 Agente causal: citrus psorosis virus

1.3.2.1 Morfologia de CPsV

CPsV consiste en nucleocapsides de 3 nm de didametro que pueden colapsar in vitro
formando estructuras cerradas y parcialmente ramificadas de 9 nm de diametro y
aproximadamente la mitad de la longitud del contorno circular (Figura 9) (Garcia et al.,
1994; Milne et al., 2000).

Figura 9: Particulas de CPsV obtenidas de preparaciones parcialmente purificadas. Tincion
negativa mediante acetato de uranilo. La barra corresponde a una longitud de 100 nm. Tomado
de Garcia et al., 1994.

De acuerdo a su morfologia, la organizacion genémica, polaridad del genoma ssRNA,
los hospedantes afectados y la inexistencia hasta ese momento de un grupo de virus
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con esas caracteristicas, se coloc6 CPsV dentro de un nuevo género que se denominé
Ophiovirus, posteriormente definiendo la familia Aspiviridae dentro del orden
Mononegavirales que tuvo como especie tipo a CPsV (Garcia et al.,, 1994; Milne et al.,
2000; Garcia et al., 2018).

El género Ophiovirus es el unico género de la familia Aspiviridae (previamente llamada
Ophioviridae), pertenecientes al orden Serpentovirales. El género estda compuesto por
especies virales que infectan plantas y hongos (Garcia et al., 2017)).

Los ophiovirus infectan tanto monocotiledoneas como dicotiledoneas, hortalizas,
plantas ornamentales, arboles, arbustos y hongos sugiriendo un amplio rango de
adaptaciones (Debat ef al., 2023).

1.3.2.2 Organizacion gendémica de CPsV

El virion se compone de nucleocapsides no envueltas circulares que pueden adoptar
varias conformaciones, desde muy enrollada a sinuosa circular abierta. Las particulas
se presentan en dos tamanos, 690-760 nm de largo, y de aproximadamente 2000 nm
(Garcia et al., 1994) que se corresponden con el tamafio de los RNAs 2, 3 y 1,
respectivamente. Estas particulas son muy inestables y su infectividad depende de
factores como el pH, fuerza idnica y presencia de agentes reductores (Garcia et al.,
1991).

El genoma es segmentado y consiste en tres fragmentos de RNA de simple cadena de
polaridad negativa (Figura 10), y como en otros virus con genoma RNA negativo,
también presenta particulas virales encapsidando RNA de cadena positiva en mucha
menor proporcion (Garcia et al., 2018; Kormelink et al., 2011).
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Figura 10: Organizacion gendmica de citrus psorosis virus. Las cajas verdes indican los ORFs
que codifican para las proteinas virales. V, viral: cadena de ssSRNA de polaridad negativa; VC,
viral complementaria: cadena de ssSRNA de polaridad positiva.

El RNA1 presenta 8184 nt (Naum-Ongania et al., 2003), en su extremo 5 codifica para
una proteina denominada 24K, con funcion de supresora del silenciamiento génico vy,
separado por una region intergénica de 109 nt, un segundo gen que codifica para la
polimerasa viral de 280K (Naum-Ongania et al., 2003).

El RNA2 posee 1644 nt y contiene la proteina 54K, que es la proteina de movimiento
del virus célula a célula y presenta actividad supresora (Robles Luna et al., 2017).

El RNA 3 posee 1447 nt y contiene al gen de la proteina 48K, siendo la proteina de
cubierta viral (CP) que es la proteina viral mas abundante que se expresa en los
diferentes hospedantes del virus (Sanchez de la Torre et al., 1998; Robles Luna et al.,
2013).
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1.3.2.3 Taxonomia, filogenia del género Ophiovirus

Actualmente existen siete especies dentro del género Ophiovirus (Tabla 2), y una
adicional descubierta recientemente, asociada a la enfermedad clorética del pimiento
(Capsicum annuum L.) en Japdén (Shimomoto et al., 2023) que aun no ha sido aceptada
dentro del género por la ICTV.

Como ya se menciond, actualmente el género Ophiovirus comprende siete virus que
infectan tanto monocotiledoneas como dicotiledoneas. Actualmente se encuentra
disponible el genoma de soélo cuatro especies. En 2023 Debat et al. realizaron un
analisis metagendmico a partir de los transcriptomas de 1124 plantas obtenidos por
Leebens-Mack et al. (2019), que incluyen especies de los clados Viridiplantae,
Glaucophyta y Rhodophyta. A partir de esta informacion Debat et al. realizaron
busquedas utilizando tBlastn de secuencias similares a las de proteinas de ophiovirus
en la base de datos NCBI-refseq. Por otro lado, también realizaron busquedas de
predicciones de la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP) a partir de las
secuencias de RdARP de ophiovirus almacenadas en NCBI-refseq.

Esto les permitio encontrar 33 virus nuevos, con secuencias similares a los ophiovirus
ya reportados. Su analisis filogenético sugiere que los 33 virus detectados podrian
corresponder a nuevas especies.

Tabla 2: Miembros del género Ophiovirus, familia Aspiviridae, filo Negarnaviricota, subfilo
Haploviricotina, clase Milneviricetes, orden Serpentovirales (Garcia et al., 2017)

Virus Acrénimo Especie viral
blueberry mosaic BIMaV Ophiovirus vaccinii
associated virus
citrus psorosis virus CPsV Ophiovirus citri
freesia sneak virus FreSV Ophiovirus freesiae
lettuce ring necrosis virus LRNV Ophiovirus mirafioriense
Mirafiori lettuce big-vein MLBVV Ophiovirus mirafioriense
virus
ranunculus white mottle RWMV Ophiovirus ranunculi
virus
tulip mild mottle mosaic TMMMV Ophiovirus tulipae
virus
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CPsV es la especie a partir de la cual se cred el género. Su genoma se encuentra
completamente secuenciado al igual que los genomas de MLBVV, LRNV y BIMaV.

Existe una identidad entre las secuencias de aminoacidos de las CP de aislamientos
que se encuentra entre el 95 y el 100% para la misma especie detectadas en distintas
partes del mundo, particularmente para MLBVYV, CPsV, BIMaV y FreSV. El porcentaje
de identidad es mucho menor (28 a 59%) en alineamientos entre especies, con la
excepcion de la identidad entre las secuencias de CP de MLBVV y TMMMYV, que es de
alrededor del 80%, confirmando la cercania evolutiva entre estos virus, y entre CPsV y
BIMaV.

Con respecto a la transmision natural de los virus de este género, el grupo de trabajo
de Morikawa et al., (1997) determiné que la transmision de TMMMV ocurre por
zoosporas de Olpidium brassicae. Este hongo también fue determinado como el vector
de transmision natural de MLBVV en 2001 por Herve Lot et al. Lo mismo ocurrid con
FeSV en 2002 (Torok y Vetten, 2002) y BIMaV en el 2017 (Shands et al., 2017). Esto
deja so6lo a CPsV y RWMV sin evidencias del vector de transmisién natural.

1.3.2.4 Transmision natural

La principal via por la cual la enfermedad psorosis de los citricos se ha diseminado ha
sido la propagacion por injerto con material infectado (Danos, 1990). Los largos
periodos de incubacion hasta que se evidencia el descortezado (10-15 afios) permitio
que durante afios se propagaran varetas de arboles infectados asintomaticos,
aumentando la incidencia de la enfermedad (Moreno et al., 2015). Esto ha sido un
factor muy importante que ha dificultado plantear hipdtesis acerca de su transmision
natural.

Se ha reportado la potencial transmisién de la enfermedad por semilla en trifoliados
como Citrange Carrizo y Citrange Troyer (Bridges et al., 1965; Childs y Johnson, 1966;
Pujol y Behatena, 1965; Pujol, 1966; Campiglia et al., 1976). Sin embargo, estos
estudios consistieron en sembrar semillas provenientes de plantas infectadas con
CPsV a campo, y observar estos plantines luego de algunos meses. Al observar la
presencia de sintomas de flecking y manchas cloroticas en el material foliar, los
investigadores concluyeron que hubo transmisibn por semilla. Los plantines
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germinados a partir de las semillas utilizadas en estos ensayos no fueron protegidos de
insectos ni aislados del suelo y la determinacion de la transmision se realizo
unicamente en base a la observacion de sintomas, sin confirmar por métodos
moleculares la presencia del agente causal, ya que no se contaba con tales técnicas.

Por otro lado, algunas observaciones sugieren que existe un vector de transmisién
natural; en Texas, EEUU, se observé propagacion de sintomas como el descortezado
en plantines de Citrus paradisi (pomelo) a campo (Timmer, 1974; Timmer y Garnsey,
1980). Estudios epidemioldgicos previamente realizados en Argentina y EEUU sugieren
difusion natural de la enfermedad mediada por un insecto chupador en funcion de la
distribucion erratica en la aparicion de sintomas (Pujol y BeAatena, 1965; Befatena y
Portillo, 1984; Danos, 1990; Gottwald et al., 2005). Portillo (1983) y Befiatena y Portillo
(1984) proponen a Toxoptera spp. y Aphis citricola como probables vectores (Figura
11).

Figura 11: A: adultos (negros) y ninfas (marrones) de Toxoptera citricida. B: adulto (insecto
grande) y ninfas (insectos pequenos) de Aphis citricola. Cedido por el Dr. Juan Pedro Bouvet.

Los afidos son vectores de un gran numero de virus de plantas (Whitfield et al., 2015).
Sus mecanismos moleculares de transmisidon son muy variables y se ha demostrado
que los afidos son capaces de transmitir citrus tristeza virus (CTV) (Hermoso de
Mendoza, et al., 1984), un closterovirus muy estudiado, endémico en nuestra region
(Plata y Anderson, 2002). Se han llevado a cabo varios estudios que proponen a los
afidos como posibles vector natural de CPsV. En el Capitulo 4 se describira en detalle
los antecedentes y el trabajo realizado en este trabajo de tesis.
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Otro posible vector es el hongo de suelo Olpidium virulentus. A lo largo del siglo XXI
distintos grupos de trabajo han determinado que es capaz de transmitir 5 de los 6
miembros de la familia Aspiviridae, al cual pertenece CPsV (Dorst, 1975; Campbell y
Lot, 1996; Lot et al., 2002; Morikawa et al., 1997; Shands et al., 2017). O. virulentus es
un parasito obligado con hospedador no especifico cuyas zoosporas invaden raices en
condiciones de suelo arcilloso, humedo y de poco drenaje. Los virus transmitidos por
este hongo ingresan dentro de su protoplasto o bien se asocian a su membrana e
ingresan a la planta sana cuando el hongo coloniza sus raices (Lay et al., 2018). En el
Capitulo 5 de esta tesis se describiran los experimentos realizados con el objetivo de
verificar si CPsV puede ser transmitido por Olpidium spp..

1.3.2.5 Métodos de diagnostico de psorosis utilizados en la Argentina y
control de la enfermedad

La dispersion de la enfermedad se debe en gran medida al uso de material infectado.
Durante la década de los ‘80 el mercado citricola se vio afectado en nuestro pais y en
otras regiones productoras del mundo por una epidemia provocada por psorosis de los
citricos (Anderson, 2000). Los citricultores se vieron ante la necesidad de identificar
plantas enfermas para asi limitar la transmision de la enfermedad a plantas sanas y
llevar a cabo un método de saneamiento del material a propagar (Navarro et al., 2002).

La enfermedad sélo fue controlada en nuestro pais gracias al programa nacional de
certificacion denominado PROCITRUS (Programa de Mejoramiento Varietal y Sanitario
en Citrus), implementado a partir de 1994, llevado a cabo e impulsado en la Estacion
Experimental del INTA de Concordia, Entre Rios, donde se cred el Centro Unico de
Introduccion y Saneamiento (CUIS). Este programa tuvo un éxito rotundo en reducir en
gran medida la incidencia de las enfermedades transmisibles por injerto en el campo.
Consiste en saneamiento mediante un procedimiento de microinjerto y termoterapia
que asegurara que soOlo yemas libres de patégenos ingresen al mercado citricola
nacional. De esta manera, las yemas a partir de las cuales se realiza la multiplicacion
del material que luego es plantado en el campo se encuentran libres de toda
enfermedad (Costa et al., 2004).

Historicamente, el primer método de diagndstico desarrollado y aplicado aun hoy es el
ya mencionado Indexing Biologico (IB, Roistacher, 1991). Hasta fines del 2022 se
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trataba del unico método validado para el diagndstico de psorosis en la Argentina, que
sera descrito en el Capitulo 3.

Desde el inicio del ensayo de IB hasta la obtencién de resultados se demora mas de un
ano. En nuestro pais este método de diagndstico se aplica tanto para el material
cuarentenario que ingresa al mercado local como para el monitoreo interno. Sin
embargo, en EEUU y la UE el método biolégico solo se aplica sobre material
cuarentenario, utilizando métodos moleculares mucho mas rapidos y menos costosos
para el monitoreo.

Con el transcurso de los afios se han desarrollado diferentes métodos inmunologicos
aplicados para CPsV en busqueda de un procedimiento rapido de deteccion de
psorosis. Garcia et al., (1997) desarrollaron un ELISA doble sandwich (DAS-ELISA)
para la deteccion de CPsV. Posteriormente, Alioto (1999) mejoré la deteccion mediante
el desarrollo del ELISA triple sandwich (TAS-ELISA) y en 2006 en nuestro grupo de
trabajo se realizaron modificaciones a la técnica (TAS-ELISA-HRP), haciéndola mas
rapida y sensible (Zanek et al., 2006).

Por otro lado, se avanzé en métodos moleculares de deteccién de CPsV basados en
sus acidos nucleicos. Se disefiaron varios cebadores para la deteccion de CPsV
mediante RT-PCR como un método alternativo para el diagnéstico (Garcia et al., 1997;
Barthe et al., 1998; Legarreta et al., 2000). Actualmente, el TAS-ELISA y la RT-PCR
son los métodos mas rapidos y confiables para la deteccidén del virus en arboles de
campo (Martin et al., 2002a).

También se ha aplicado la PCR cuantitativa (QPCR), ampliamente utilizada para el
diagnostico de muchos agentes patogenos en diversos cultivos, incluyendo las plantas
lefiosas como los citricos y otras especies frutales. En varios trabajos han demostrado
la fiabilidad de esta herramienta, incluso para la deteccidén simultanea de varios virus en
citricos (Loconsole et al., 2010; Lin et al., 2013; Saponari et al., 2013).

El protocolo de RT-gPCR aplicado en esta tesis fue desarrollado por De Francesco et
al. (2015) y evaluado en sensibilidad, especificidad y comparado con TAS-ELISA.
Utiliza una mezcla comercial de EVA GREEN y cebadores que hibridan en la zona que
codifica para la proteina de cubierta viral. De acuerdo a estos resultados el nivel de
deteccion de virus seria igual o mayor al método biolégico hasta ahora utilizado. La
técnica es capaz de detectar 1000 moléculas de RNA viral, en 100 miligramos de
material vegetal, en una relacion de 1 copia de RNA viral/100 de ubiquitina, utilizado
éste ultimo como gen de referencia por su estabilidad en la planta (Boava et al., 2011)
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1.3.2.6 Hospedantes experimentales

Si bien en este trabajo de tesis sélo se utilizaron hospedantes citricos, diversos grupos
de trabajo han ensayado plantas herbaceas con el objeto de encontrar hospedantes
experimentales para CPsV, incluyendo Chenopodium quinoa, Gomphrena globosa y
varias especies del género Nicotiana incluyendo Nicotiana benthamiana (Timmer et al.,
1978) y Nicotiana occidentalis, esta Ultima especie presentando infecciones tanto
locales como sistémicas (Robles Luna et al., 2018).

CPsV puede ser transmitido mecanicamente a estos hospedantes partiendo de un
extracto de hojas jévenes de citrico en un buffer adecuado. En C. quinoa CPsV causa
lesiones locales clordticas que en 5-7 dias post inoculacién se vuelven necréticas, sin
invadir la planta sistémicamente. En G. globosa desarrolla lesiones locales en la zona
de inoculacién a 10 dpi e infeccion sistémica a los 20 dpi, presentando lesiones locales
en hojas superiores no inoculadas, también en forma de anillos-manchas primeramente
cloréticas que luego se van necrosando (da Graca et al., 1991). N. benthamiana es un
hospedante asintomatico; la infeccion se localiza en la zona de inoculacion (Timmer et
al., 1978), puede ser detectada por métodos moleculares y no infecta la planta
sistémicamente (Reyes et al., 2009).
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1.4 Objetivo general

Validar y valorar un método molecular de diagndéstico para CPsV, y evaluar la

transmision de CPsV por afidos y Olpidium spp. bajo condiciones controladas.

1.5 Objetivos especificos

1. Validar y valorar del método molecular RT-gPCR para el diagnéstico de CPsV
2. Evaluar la transmisién de CPsV por afidos bajo condiciones controladas.

3. Evaluar la transmisién de CPsV por Olpidium spp. bajo condiciones controladas

1.6 Hipotesis

1.1 El método de deteccién de CPsV por RT-qPCR es especifico para la deteccion del
agente causal de la enfermedad psorosis de los citricos.

1.2 El método de deteccion de CPsV por RT-gPCR tiene una sensibilidad comparable a
la del IB para el diagnéstico de la enfermedad psorosis de los citricos.

2.1 La especie de afido Toxoptera citricida es capaz de adquirir CPsV bajo condiciones
controladas

2.2 La especie de afido Aphis gossypii es capaz de adquirir CPsV bajo condiciones
controladas.

2.3 La especie de afido Aphis spiraecola es capaz de adquirir CPsV bajo condiciones
controladas.

2.4 La especie de afido Toxoptera citricida es capaz de transmitir CPsV a citricos sanos

bajo condiciones controladas.
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2.5 La especie de afido Aphis gossypii es capaz de transmitir CPsV a citricos sanos
bajo condiciones controladas.

2.6 La especie de afido Aphis spiraecola es capaz de transmitir CPsV a citricos sanos
bajo condiciones controladas.

3.1 Olpidium spp. es capaz de infestar raices de Poncirus trifoliata.

3.2 Olpidium spp. es capaz de infestar raices de Citrus lemon.

3.3 Olpidium spp. es capaz de infestar raices del hibrido Citrus sinensis L. (naranjo
dulce Pineapple, NDP).

3.4 Olpidium spp. es capaz de infestar raices del hibrido Citrange troyer.

3.5 Olpidium spp. es capaz de adquirir CPsV in vivo.

3.6 Olpidium spp. es capaz de transmitir CPsV a las raices de Poncirus trifoliata.
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1. Reactivos quimicos

Durante el desarrollo de este trabajo se usaron reactivos de grado analitico de Merck
(Darmstadt, Alemania), Sigma (St. Louis, EE.UU.), Fluka (Buchs, Suiza), Carlo Erba
(Milan, Italia) o Mallinkrodt (New York, EE.UU). Las drogas y enzimas empleadas en los
experimentos de Ingenieria genética fueron de grado Biologia Molecular de Sigma (St.
Louis, EE.UU.), Boehringer Mannheim (Mannheim, Alemania), Stratagene (La Jolla,
EE.UU.), Promega (Madison, EE.UU.), New England Biolabs, NEB (Beverly, EE.UU.),
Gibco BRL (Gaithersburg, EE.UU), PIERCE (Pierce Biotechnology, Rockford, lllinois
EEUU), Molecular Research center (Cincinnati, EE.UU), Fermentas (Vilnius,
Lituania),BIONEER (USA Bioneer Inc., Alameda, California, Estados Unidos),
Invitrogen (Carlsbad, California, EE. UU), Solis BioDyne (Tartu, Estonia), Bio Rad Life
Science (Hercules, California, EE. UU.)

2. Aislamientos virales

Los ensayos fueron realizados con dos aislamientos distintos de Citrus psorosis virus
(CPsV) de origen argentino, tomados de la coleccion de agentes patégenos de citricos
de la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) INTA Concordia (Entre Rios),
mantenidos bajo condiciones de invernadero, a 22-24 C con un fotoperiodo de 16
horas.

Se utilizaron los siguientes aislamientos de CPsV, citrus tristeza virus (CTV), citrus
concave gum associated virus (CCGaV) y mirafiori lettuce big-vein virus (MLBVV):

e CPsV 90-1-1, con sintomas tipicos de psorosis A, mantenido en Naranjo dulce
Pineapple (Citrus sinensis L. Osb.) y Limén Rugoso (Citrus jambhiri Lush.)

e CPsV 243-7 con sintomas tipicos de psorosis B, necrosis y pustulas en hojas
maduras y ramas joévenes.

e CTV 126-13, proveniente del germoplasma de la EEA-INTA Concordia, Entre
Rios

34



e Un aislamiento de MiLBVV obtenido de la zona horticola de La Plata

e Aislamientos de citrus concave gum-associated virus (CCGaV) provenientes de
los germoplasmas de la EEA-INTA Concordia, Entre Rios, INIA Salto Grande
(Uruguay) e INTA Tucuman.

3. Electroforesis en geles de agarosa

Las muestras de DNA, RNA y los fragmentos de amplificacion de PCR fueron
analizados en geles de agarosa de concentracion de 1 % a 3 % (p/v) dependiendo del
tamano de los fragmentos esperados. Para separar y visualizar los fragmentos, la
agarosa se disolvio en TAE 0,5X (Tris base 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA1 mMy
se agrego bromuro de etidio (BrEt). Las muestras de RNA o DNA se mezclaron en una
relacion 1:5 con buffer de siembra 6X (buffer Tris-HCI20 mM pH 8,0, glicerol 50 % (p/v),
azul de bromo fenol 1 % (p/v), EDTA 2 mM pH 8,0). Las electroforesis se llevaron a
cabo en buffer TAE a voltaje constante, usando 10 V por cada cm lineal de gel. Las
bandas correspondientes a RNA o DNA se visualizaron en un transiluminador bajo luz
UV.

3.1 Estimacion del peso molecular de los productos de PCR

Para estimar los tamanos de los productos de PCR se utilizé el producto 100 bp DNA
ladder del manufacturador Invitrogen. Los fragmentos de DNA en este producto se
encuentran en la Figura 1:
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Figura 1: tamafio de los fragmentos de DNA del producto 100bp DNA ladder, en pares de bases.
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3.2 Purificacion de fragmentos DNA a partir de geles de agarosa

El procedimiento utilizado es el que se detalla en el protocolo de BIONEER (USA
Bioneer Inc., Alameda, California, Estados Unidos). El segmento de agarosa retirado
del gel que contiene la banda de DNA a recuperar se disuelve con 3 volumenes de
Buffer 1 (Nal 6M), calentando a 60C por 20 minutos. A la agarosa disuelta se le agrega
matriz de silice (glassmilk), se mezcla y se incuba a temperatura ambiente por 5
minutos. Se centrifuga durante 1 minuto a 13000rpm. Se descarta el eluido. Luego la
suspension de silice se lava y centrifuga 2 veces con Buffer 2 (solucién de NaCl, Tris,
EDTA, agua y etanol). La columna se seca al aire para eliminar los restos de alcohol y
se agrega agua bi-destilada estéril incubando por 2 o 3 minutos a temperatura
ambiente, seguida de centrifugacion durante 1 minuto a 13000 rpm. El sobrenadante
contiene el DNA de interés.

4. Extraccion y purificacion de acidos nucleicos
4.1 Extraccion y purificacion de RNA total

La extraccion de RNA de tejido foliar se realizd con TRI Reagent® (Sigma-Aldrich)
siguiendo las especificaciones del fabricante. Brevemente: Se tomaron 100mg de
tejido, se colocaron en un tubo de 1,5mL junto con 5 bolillas de vidrio de 2mm de
diametro, luego se sumergieron en nitrégeno liquido durante 60s y se pulverizaron en
un homogenizador. Inmediatamente se agregaron 500uL de TRI Reagent® y se mezclo
por inversion. Luego de incubar 5min a temperatura ambiente, se agregaron 100uL de
cloroformo y las muestras se agitaron vigorosamente durante 15s, para luego ser
incubadas nuevamente durante 15min a temperatura ambiente. Posteriormente se
centrifugaron a 12000xg y 4°C durante 15min y la fase acuosa fue colocada en un
nuevo tubo de 1,5mL donde se afiadieron 250uL de isopropanol y mezcld por inversion.
Luego de una incubacién de 10 min a temperatura ambiente se centrifugaron a
12000xg y 4°C durante 10 minutos, se descartd el sobrenadante y se lavo la pelotilla
con 500uL de etanol 75%vV/v. Luego de dejar secar las muestras durante 10 minutos al
aire en un ambiente estéril, se resuspendid la pelotilla en 20uL de agua libre de
nucleasas.

36



Para el caso de las extracciones de RNA total de afidos, se realizé un homogenado de
100 uL de TRI Reagent® y 5 adultos o bien 10 ninfas en tubos plasticos de 1,5 mL con
pilon. El procedimiento de extraccion se realizé de la manera ya descrita manteniendo
los volumenes especificados en el parrafo anterior.

Se evalud la integridad del RNA mediante observacién en gel de agarosa 1% y tincién
con bromuro de etidio. Se visualizan dos bandas predominantes de RNA ribosomal
pequefio (2 kpb) y grande (5kb), RNA de bajo peso molecular (0,1-0,3 kpb) y bandas
discretas de alto peso molecular (7-15 kpb). La ausencia de RNA ribosomal indica que
la muestra se encuentra degradada.

La concentracion del RNA purificado se midié por Absorbancia a 260nm utilizando

Espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer), o bien por estimacion
visual en funcién de la intensidad de las bandas de 2 y 5 kpb (Figura 2).

b bells shlM
rw

*® *
Figura 2: Visualizacién de la integridad de RNA en extracciones de RNA total. En las calles
marcadas con una estrella la muestra correspondiente tiene una concentracion aproximada de
Ipg/ul. La flecha roja sefiala la banda de RNA ribosomal de 2 kpb, la flecha azul sefiala la
banda de RNA ribosomal 5 kpb.
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4.2 Extraccion y purificacion de DNA total

La extraccion de DNA de tejido foliar y concentrado de zoosporas se realizé con una
solucién 1% p/v CTAB, 50 mM Tris HCI pH 8, 700 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,5% PVP
8000 y 0,1% v/v 2ME. Brevemente, se homogenizé el sedimento concentrado de
zoosporas o bien 100 mg de material vegetal molido con 400 uL de soluciéon de
extraccion y se incub6 a 60 °C durante 60 minutos. Se agregé 400 uL de cloroformo,
agité hasta homogenizar para luego separar las fases por centrifugacion a 14000 xG
durante 5 minutos. Se tom¢ la fase acuosa, se mezcld junto con el mismo volumen de
isopropanol y se incubé a -20 °C durante 15 minutos. Luego se precipito el DNA
mediante centrifugacion a 14000 xG por 10 minutos a temperatura ambiente. Se retird
el isopropanol y se realizaron dos lavados con etanol 70%. El sedimento de DNA se
seco al aire y resuspendid en 20 uL de agua estéril libre de nucleasas.

5. Reacciones enzimaticas
5.1 Digestion con DNAsa

Se trataron con DNAsa aquellas muestras de RNA que luego son analizadas por
RTgPCR (para cuantificar unicamente los mensajeros con identidad de secuencia,
evitando contaminaciones con DNA). Se digiri6 1 yg de RNA molde con 1 unidad de
DNAsa (RQ1 RNase-Free DNase, Promega) en las condiciones especificadas. La
reaccion se detuvo incubando a 65°C durante 10 minutos con 1 ul de RQ1 stop
solution.

5.2 Sintesis de cDNA (transcripcion reversa, RT)

Para sintetizar cDNA se afadieron los cebadores hpCP1C, hpCP3, Ubqt2 y Ubqt1
(10uM) a 2,5uL de RNA tratado con DNAsa junto con 2,4uL de agua libre de nucleasas
para un volumen final de 6,9uL. Luego de una incubacion de 5min a 80°C se agregaron
2,5uL del buffer de la M-MLV Reverse Transcriptase, 2,5uL de dNTPs (10uM), 0,1uL de
Ribonuclease inhibitor y 0,5uL de M-MLV y se incub6é nuevamente durante 60min a
42°C seguido de 15min a 70°C.
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5.3 Reaccion de PCR a tiempo final

Las reacciones de PCR se realizaron en un ciclador Gene Amp PCR System 2400
(PERKIN ELMER). Para un volumen de reaccion de 10 pl se agregaron 1 ul de buffer
de Taq DNA polimerasa (50mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 9.0; 0,1% v/v Triton X-100), 0,2
Ml ANTPs (10 mM de cada uno), 1,5 mM MgCI2, los cebadores directo y reverso a una
concentracion final 1 uM y 0,25 U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen). Las condiciones
generales de ciclado fueron de 5 minutos a 94°C como etapa inicial de
desnaturalizacion, 36 ciclos de 10” a 94°C, 30” a la temperatura de apareamiento de
cada par de cebadores y 50" (este tiempo varia de acuerdo a la extension del
fragmento a amplificar) a 72°C y una etapa de elongacion final de 7 minutos a 72°C.
Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa de una
concentracion de entre 1 y 2% (segun el tamafo del amplicon a resolver), en buffer
TAE 1X 'y en presencia de bromuro de etidio.

5.5 Reaccion de PCR en tiempo real (RT-gPCR)

Las cuantificaciones de RNA mensajero por RT-gPCR (previo tratamiento con DNAsa y
sintesis del cDNA) se llevaron a cabo en un ciclador Fluorescent Quantitative Detection
System FQD- 48A (BIOER). Las mezclas de reaccion tuvieron un volumen final de 25 pl
y 100ng de molde, cuando se utilizé 1QSybr Green Super mix (Bio Rad); o 20 ul de
volumen de reaccion y 40ng de molde si se utilizd6 5X HOT FIREPol® EvaGreen®
gPCRMix Plus no ROX (Solis BioDyne). Se utilizaron los buffers y condiciones de
reaccion especificados por cada fabricante. En ambos casos se utilizaron los
cebadores directo y reverso a una concentracion a una concentracion final 200nM. Las
condiciones de ciclado en todos los casos fueron de 5 minutos a 95°C como etapa
inicial de desnaturalizacion, 50 ciclos de 20” a 95°C, 30” a 56°C y 20” a 72°C y una
etapa de elongacion final de 5 minutos a 65°C. Finalmente se realizaron las
correspondientes curvas de melting (fusion) en el rango de temperatura de 72-93°C.
Las curvas de calibracion para la cuantificacién absoluta fueron generadas a partir de
diluciones seriadas de los amplicones purificados y cuantificados. La concentracion de
los estandares utilizados en la curva de calibracién fue calculada a partir de su
absorbancia a 260nm y expresadas en numero de copias del amplicon por unidad de
volumen.
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6. Inoculacion viral mediante injerto

El injerto se realiza haciendo un corte en forma de T-invertida en la corteza de un
plantin de naranjo dulce Pineapple (NDP) e insertando un trozo de corteza proveniente
de un plantin infectado con el aislamiento de CPsV especificado, alineando el tejido
vascular. La planta es podada inmediatamente después de la inoculacion por injerto. El
proceso se encuentra esquematizado en la Figura 3:
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Figura 3: Esquema del procedimiento de inoculacion de plantines sensibles a CPsV. Arriba: Las
secciones de corteza provenientes de la planta infectada se injertan en plantines de NDP y son
simultdneamente podados para estimular su brotacién. Abajo: Procedimiento para el injerto: se
hace un corte en “T” en la corteza del plantin NDP y se la despega del tallo, dejando espacio

donde se introduce la corteza de la planta infectada. La union se fija y protege envolviéndola con

cinta comercial para injerto.
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7. Concentracion de zoosporas a partir de raiz de
citrico

Protocolo modificado de Herrera-Vasquez et al. (2009).

Para la extraccion y concentracion de esporangios de Olpidium spp. se tomaron plantas
mantenidas en invernaculo de al menos un afio de edad, se retiraron de sus macetas y
se quitod la mayor cantidad de sustrato posible sin dafiar la planta. Luego se recortaron
entre el 30 y el 50 % de las raices que se encontraban en activo crecimiento. Se
colocaron entre 15 y 50 g de este material en tubos falcon de 50mL conteniendo una
solucion de glicina (0.05M) y sacarosa (1% p/v) (solucién GLISAC). Los tubos se
mantuvieron a 4°C y en agitacién a 70 rpm durante 8-12 horas para estimular la
liberacion de zoosporas al medio acuoso.

Posteriormente se retiraron las raices y se realizaron 1 6 2 centrifugaciones a 2000 xg
durante 5 minutos, dependiendo del aspecto del sobrenadante (turbidez y color). El
sobrenadante contiene zoosporas, restos de tejido y de células en suspension mientras
que el sedimento, que es descartado, contiene fragmentos de raiz y tierra que se
desprendi6 de ellas debido a la agitacién. Para concentrar las zoosporas el
sobrenadante fue centrifugado a 7200 xg durante 3 horas. El proceso se encuentra
esquematizado en la Figura 4:
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Figura 4: Esquema del procedimiento aplicado para la extraccion y concentracion de zoosporas.

8. Origen de muestras vegetales

Las muestras utilizadas en esta tesis se originaron en el NOA, NEA y en la region de
Salto Grande, Uruguay. Fueron provistas por la Estacion Experimental Agroindustrial
Obispo Colombres (EEOC), Tucuman, Centro Unico de Introduccién y Saneamiento
(CUIS) INTA Concordia, Entre Rios, y la Estacién Experimental INIA Salto Grande,
Uruguay, respectivamente, y fueron colectadas a lo largo de 4 afos (periodo
2016-2019).

Las especies incluidas fueron: Citrus sinensis, Poncirus trifoliata, C. sinensis x P.
trifoliata, Citrus clementina, Citrus paradisi, Citrus limon 'y Citrus reticulata x C. sinensis.
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9. Ensayo bioldgico para el diagnostico de psorosis
de los citricos: IB

Para el diagndstico por ensayo o Indexing Bioldgico (IB) se dividieron las copas de los
arboles a analizar (“planta candidata”) en cuatro secciones correspondientes a los
cuatro puntos cardinales y se tomaron varetas de cada uno de éstos.

Para el diagndstico de las plantas denominadas “candidatas” se tomaron las varetas
correspondientes a cada una y con ellas se inocularon 4 plantines jovenes de NDP,
injertando en cada plantin material proveniente de los cuatro puntos cardinales de la
copa de planta candidata. Inmediatamente después de la inoculacion los plantines
fueron podados para estimular la produccién de hojas nuevas, donde se pueden
observar facilmente los sintomas causados por las enfermedades del “grupo psorosis”
en caso de que la planta candidata estuviera infectada.

La observacion de sintomas se realiza de 30 a 45 dias después de la inoculacion en
brotes jovenes, que es donde mejor se visualizan. Luego de cada observacion los
plantines son podados nuevamente para generar nuevos brotes. Se realizan 5
observaciones sucesivas (“brotaciones” o “flushes”) y por ultimo, se confirma la
presencia de CPsV (aislamiento PsA) antes de finalizar el proceso con un ensayo de
proteccion cruzada. Para esto se inoculan 2 de los 4 plantines con un aislamiento
agresivo de PsB. Como ya se menciond, la PsB produce sintomas mas severos que la
PsA, pero en los casos en los que los plantines se encuentran infectados (protegidos)
con PsA, no se observara desarrollo de sintomas de PsB.

El diagndstico se informa una vez finalizado todo el proceso, incluyendo el ensayo de

proteccion cruzada, lo que demora hasta un ano. Este proceso se encuentra
esquematizado en la Figura 5.
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Figura 5: Esquema del procedimiento llevado a cabo para el diagnostico de la enfermedad
psorosis de los citricos por indexing bioldgico (IB).

10. Analisis estadistico

Para la comparacién de los resultados obtenidos entre técnicas se consider6 al
resultado del IB como verdadero estado sanitario de la planta candidata. De esta
manera se calcularon la sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) para la RT-qPCR.

Se es la proporcién de verdaderos positivos correctamente identificados por el método,
mientras que Sp es la proporcién de verdaderos negativos correctamente identificados.
Luego se calcularon los likelihood ratios (LR + y LR -), donde LR + es la relacién Se/(1
— Sp) y LR — se define como (1 — Se)/Sp (Altman, 2000). Estos estadisticos son
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relaciones de probabilidad y por lo tanto pueden adoptar valores mayores a 1. Para
todos los calculos se establecieron limites de confianza binomiales al 95%.

La concordancia entre métodos fue evaluada utilizando el indice Kappa de Cohen
(Cohen 1960), que ajusta el efecto del azar en la proporcidn de la concordancia
observada para elementos clasificados en variables categéricas (en este caso, planta
sana/planta infectada) y es mas estricto que el porcentaje de concordancia. Este
coeficiente fue categorizado utilizando los limites de Landir y Koch (Landis & Koch
1977).

Se evaluo la presencia de sesgo utilizando el test de McNemar x2, donde un resultado
no significativo indica que no hay evidencia de un efecto sistematico, y se calculo el
indice Kappa ajustado por prevalencia y sesgo (prevalence-adjusted, bias-adjusted
Kappa index, PABAK). Todos los calculos fueron realizados utilizando R language (R
Core Team, 2019) y Rstudio (Rstudio Team, 2018) a menos que se indique lo contrario.

45



11. Cebadores

Nombre Secuencia nucleotidica Amplicén correspondiente a:
HPCP1C GTTCAAGATGGAGCAAGTTGATGGA | RNA 3 citrus psorosis virus
HPCP3 GAGACCCTTGTGTAAAAACCAGCAC | RNA 3 citrus psorosis virus
Ubqt2 GCGTCCTTCCATCCTCCAGC Gen ubiquitina de
Citrus sinensis
Ubqtl CACCTCGTGCTTCGTCTCCG Gen ubiquitina de
Citrus sinensis
EF-1o.F GATGCACCTGGTCACAGAGA Gen factor de elongacion
1-alfa de Toxoptera citricida
EF-1a.R CCATCTTGTTCACACCAACG Gen factor de elongacion
1-alfa de Toxoptera citricida
Cs gadph rv tctaagcacaaccctgcatgag Gen GADPH de C. sinensis
Cs gadph fw tgtgtttctatgtagagggtctgagttt Gen GADPH de C. sinensis
Cs actin | ccaagcagcatgaagattaagg Gen actina de C. sinensis
Csactinr cgctcatactactcagaccagg Gen actina de C. sinensis
OLPR TCCTCCGCTTATTGATATGCTTA Secuencia ITS de Olpidium
Spp.
OLPborF CCGAGGAAATGAGAGAGATGACA Secuencia ITS de Olpidium
bornovanus
OLPvirF AACCCAAGACCTGCCCCCAAAAG Secuencia ITS de Olpidium
virulentus
OLPbraF AGCTATAGCTCACCCTCTTT Secuencia ITS de Olpidium
brassicae
CGFW TAAGATCGCTAATCATTAATCAGAG | RNA 2 citrus concave
gum-associated virus
CGRV CTGTCACTATGTCCAGAAGGAAC RNA 2 citrus concave

gum-associated virus
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11.1 Deteccidn diferencial para Olpidium virulentus, bornovanus 'y
brassicae

Para la deteccion de Olpidium spp. y la distincién entre O. bornovanus, O. brassicae y
O. virulentus se utilizé el juego de cebadores disefiado por Herrera-Vasquez et al.
(2009). Se trata de 4 cebadores, uno comun para el sentido reverso, y 3 cebadores
distintos especificos para las tres especies a diferenciar. Los productos de cada par de
cebadores presentan distintos tamafos: O. bornovanus produce un fragmento de 977
pb, O. virulentus uno de 579 pb y O. brassicae uno de 204 pb. A continuaciéon en la
Figura 6 se esquematiza la ubicacion de cada cebador dentro del ITS sobre el cual
fueron disefiados y en la Figura 7 se muestra el producto de la electroforesis en gel con
el tamano esperado para cada especie:

OLPborF OLPvirF OLPbraF OLPR

Figura 6: Esquema del sitio de hibridacion de cada cebador para la identificacion de Olpidium
spp. y la diferenciacion entre O. bornovanus, O. brassicae 'y O. virulentus.

bp

1000
700
500

300
100

Figura 7: Amplificacion por PCR multiplex de tres especies de Olpidium spp. Calles 1y 2: O.
bornovanus (fragmento de 977 pares de bases), calles 3 y 4: O. virulentus (fragmento de 579
pares de bases), calles 5 y 6: O. brassicae (fragmento de 204 pares de bases), calles 7 y 8:
infeccion dual de O. bornovanus y O. virulentus, calle NC: control negativo con agua, calle M:
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Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania). Tomado de
Herrera-Vasquez et al., (2009).

12. Secuenciacion

Todas las determinaciones de secuencia nucleotidica fueron realizadas usando el
servicio de la empresa MACROGEN (https://dna.macrogen.com/) mediante
secuenciacion por electroforesis capilar.
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CAPITULO 3:
DETECCION DE CPsV
POR RT-gPCR




3.1 Introduccion

El diagnostico de la enfermedad psorosis de los citricos en la Argentina se realiza
mediante ensayo biolégico o indexing biolégico (de aqui en adelante, IB) desde el
desarrollo del test en 1991 por Chester Roistacher (Roistacher, 1991). A continuacion
se describe la metodologia de este ensayo, su especificidad y la necesidad de contar
con un método alternativo mas rapido y menos costoso.

3.1.1 Indexing Biologico para el diagnostico de la enfermedad
psorosis de los citricos

El diagndstico de psorosis mediante IB comienza con la inoculacidn de plantines sanos
susceptibles a psorosis (plantas indicadoras) utilizando material vegetal proveniente de
la planta de estado sanitario desconocido (planta candidata).

Se definen 4 cuadrantes en la copa de la planta candidata correspondiente a los 4
puntos cardinales y se toman muestras de varetas o ramas jovenes de cada uno de
ellos. La toma de muestras se realiza de esta manera para evitar falsos negativos
debido a la distribucion heterogénea de CPsV dentro de la planta infectada. Las
especies del género Citrus usados como indicadores manifiestan sintomas foliares con
claridad en brotes jovenes que se hayan manifestado después de la inoculacién. Se
utilizan las variedades de naranjo dulce Pineapple (NDP), Olivelands o Madame Vinous
(Roistacher, 1993). Los plantines se injertan y se podan al mismo tiempo, y las
observaciones de sintomas se realizan en los brotes jévenes desarrollados a los 20-30
dias post inoculaciéon. El material proveniente de plantas candidatas infectadas causa el
desarrollo de flecking y shock necrético en los brotes jovenes de los platines
indicadores. El procedimiento se encuentra esquematizado en la Figura 1.

Luego de 5 lecturas de sintomas (en 5 brotaciones sucesivas) y como segunda etapa,
del IB, se realiza un ensayo de proteccion cruzada con un aislamiento de PsB para
confirmar la infecciéon por PsA. Las plantas indicadoras que hubieran sido inoculadas
con material de plantas candidatas infectadas con PsA no desarrollaran sintomas de
PsB. Aquellas plantas indicadoras inoculadas con material proveniente de plantas
candidatas libres de PsA si desarrollaran sintomas de PsB como pustulas y
descascaramiento de la corteza de las ramas jovenes.
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Figura 1: Esquema del procedimiento de inoculacion de plantines indicadores. (A) La copa de la
planta candidata es dividida en 4 cuadrantes de donde se toman ramas jovenes (varetas). De éstas
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se toman secciones de corteza de partes que no presenten nudos. (B) Las secciones de corteza se
injertan en 4 plantines indicadores NDP, y son podados simultdneamente para estimular su
brotacion. La observacion de sintomas se realiza en los nuevos brotes y hojas jovenes. La
observacion y poda se repite 5 veces a lo largo del ensayo, cada 30-45 dias. (C) Procedimiento
para el injerto: se hace un corte en “T” en la corteza del plantin indicador y se la despega del
tallo, dejando espacio donde se introduce la corteza de los diferentes cuadrantes proveniente de
la planta candidata, alineando los tejidos vasculares de cada planta. La unién se fija y protege
envolviéndola con cinta comercial para injerto.

En el caso de que las plantas indicadoras hubieran dado sintomas de flecking y
manchas, pero no hubieran protegido contra PsB, se puede sospechar de otra
enfermedad del grupo psorosis que también causa sintomatologia similar (ver mas
adelante). El IB demora mas de un ano en arrojar resultados y tiene un costo elevado
debido a que es necesario mantener un gran numero de plantas (cuatro veces la
cantidad de plantas candidatas a evaluar) en un invernaculo bajo condiciones
controladas y con personal técnico especializado que prepare el material para el
ensayo y realice la lectura de sintomas.

3.1.2 Control de la enfermedad

A partir del afo 1994 se implementé en nuestro pais el Programa de Mejoramiento
Varietal y Sanitario en Citrus (PROCITRUS) impulsado por el Centro Unico de
Introduccion y Saneamiento (CUIS) en la estacion INTA Concordia en Entre Rios
(PROCITRUS INTA Concordia, 2017). Aplicando este programa se redujo
considerablemente la incidencia de psorosis en las regiones productivas del pais
(Anderson, 2000) aunque aun se pueden encontrar arboles afectados en el NEA y NOA
(Zanek et al., 2006; Claudio Gomez, comunicacion personal), principalmente en arboles
de mas de 20 afios de edad.

Actualmente en la Argentina la normativa vigente (Resolucion 811/04, modificacion de
los Anexos |, I, lll y IV de la Resolucion N° 149/98 de la ex-Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Pesca y Alimentaciéon, referida a las Normas para la Produccion,
Comercializacion e Introduccién de Plantas Citricas de Vivero y sus Partes) incluye
técnicas moleculares para la deteccion de multitud de patégenos (virus de la tristeza de
los citricos, exocortis, clorosis variegada, entre otros). Comparando esta normativa con
la aplicada en otros paises, tanto en la Unidon Europea como en EEUU se utilizan
meétodos biolégicos y moleculares dependiendo de la procedencia de la muestra a
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analizar. En la UE, la normativa Pathogen Tested Citrus Trees and Roostocks (EPPO
Standards) indica que para virus pertenecientes al “grupo psorosis” se aplican ensayos
biolégicos so6lo dentro de la normativa de cuarentena. En EEUU se aplica el mismo
criterio, utilizando el test bioldgico para evaluar plantas de estado sanitario desconocido
antes de ser introducidas al pais, aplicando al mismo tiempo un método molecular y
manteniendo dichas plantas en cuarentena.

La normativa actual vigente en nuestro pais se aplica a todo tipo de material por igual:
plantas madres yemeras, plantas madres semilleras, re-testeo de plantas madre
semilleras, plantas madre certificadas, plantas madre saneadas, plantas candidatas
para ingresar al pais y para ser exportadas. De esta manera, la normativa coincide con
la europea y estadounidense para los casos de introduccién de material nuevo al pais.
Los re-testeos son realizados sobre material vegetal ya saneado y certificado y tanto en
la UE como en EEUU se realizan aplicando métodos moleculares o serologicos,
mientras que en la Argentina se sigue aplicando el ensayo biologico.

En Argentina la resolucion 275 del Instituto Nacional de Semillas (INASE) que es la
normativa vigente indica que todas las plantas de las cuales se producen semillas
(Plantas Madres Semilleras, PMS) de P. trifoliata y todos los hibridos Citrange deben
ser analizadas cada 6 anos, a pesar de no haber evidencia de la transmisién de la
enfermedad por semilla (Roistacher, 1993).

En la region del NOA, en el Centro de Saneamiento de Citrus de la EEAOC, ciudad de
Tucuman, se han realizado hasta el momento 1324 diagnosticos mediante IB, de los
cuales 271 corresponden a re-testeos que se realizan periddicamente (cada 4 6 6
anos) a plantas utilizadas como fuente de material vegetal (varetas o semillas). De
estos 1324 diagnosticos solamente nueve plantas (0,89% del total de plantas
analizadas) resultaron positivas, pero ninguna de ellas fue confirmada como PsA
mediante el ensayo de proteccion cruzada. Esto demuestra que se trataba de plantas
infectadas con un patdégeno capaz de producir sintomas similares a los producidos por
CPsV (flecking y shock necrético) en plantas indicadoras, pero que no se trataba de
CPsV. Solo mediante analisis molecular seria posible identificar el o los patdégenos
presentes en las nueve plantas identificadas como enfermas.

En la region del NEA, en EEA INTA Concordia durante el periodo 2005-2020 se han
llevado a cabo 15 campafias de diagndstico en las que se analizaron en total 838
muestras, que incluyen 436 Plantas Madres Semilleras y 402 re-testeos de Plantas
Madres Semilleras. En total se registraron 12 positivos (correspondiente a 1,43% de las
muestras analizadas). ElI 89,7% de ellas eran provenientes del NEA y produjeron
sintomas de flecking y manchas cloréticas en plantines indicadores. Para todas las
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plantas positivas se confirmé el diagndstico de PsA mediante el ensayo de proteccion
cruzada. A diferencia de lo encontrado en el NOA, en el NEA se confirmé la presencia
de PsA, pero esto no descarta la posibilidad de que existan infecciones mixtas en
alguno de estos resultados positivos.

Como la normativa vigente exige a los productores el testeo periddico de Plantas
Madres Semilleras, en las estaciones experimentales del pais se realiza un alto numero
de re-testeos (402 de 838 ensayos totales en el NEA y 271 de 1324 en el NOA)
mediante el IB, lo que limita tanto la cantidad de plantas que pueden ser evaluadas
para su ingreso al mercado como también la frecuencia con la que se pueden realizar
estos re-testeos.

En base a estas limitaciones y sin aplicar un analisis que identifique al patégeno, contar
con un método de diagndstico molecular para la deteccion de CPsV permitiria analizar
mucho mas rapido el estado sanitario tanto de plantas candidatas que ingresen al
mercado como de PMS. Esto no sélo aceleraria la obtencién de resultados, sino que
ademas permitiria el analisis de un numero mucho mayor de plantas y reduciria los
costos de diagnodstico ya que no seria necesario utilizar y mantener 4 plantines
indicadores por cada planta a evaluar durante el afio que demora el IB en arrojar
resultados.

En 1997 Garcia et al. y luego Legarreta et al., (2000) desarrollaron un protocolo de
RT-PCR para la deteccion de CPsV. A partir de este trabajo diversos grupos en
distintos laboratorios aplicaron esta metodologia. En 1998, D’Onghia et al. reportan
buena correlacién entre los resultados del IB y el protocolo DAS-ELISA desarrollado
por Garcia et al. (1997). Posteriormente, en el IVIA, Valencia, Espana, Martin et al.,
(2005) obtuvieron anticuerpos poli y monoclonales contra la proteina de cubierta de
CPsV desarrollando un ELISA y comparan varios métodos de deteccion incluyendo la
técnica de TAS-ELISA y RT-PCR. Luego en nuestro laboratorio, Zanek et al., (2006)
desarrolla la técnica TAS-ELISA con mayor nivel de deteccién. Esta técnica no pudo
ser incluida en este trabajo de tesis ya que se agotaron los anticuerpos. En 2010
Loconsole et al. y posteriormente Saponari et al., (2013) reportan avances sobre la
técnica de RT-qPCR y demuestran la deteccion de CPsV entre otros virus, pero sin
comparar los parametros de diagnostico del método con el tradicional IB, limitando la
confianza en su aplicacion. En 2015 De Francesco et al. disefian cebadores especificos
que hibridan sobre la secuencia de la proteina de cubierta de CPsV en una regién muy
conservada en distintos aislamientos cuya secuencia se encontraban disponibles.
Ademas compara la deteccion por RT-PCR con el TAS-ELISA encontrando que aquélla
es mas sensible que ésta por un factor de tres 6rdenes de magnitud.
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Son muy pocos los trabajos publicados en los que los métodos moleculares de
deteccion hayan sido evaluados y valorados para el diagndstico de una enfermedad
causada por virus. Entre ellos se encuentra el trabajo de Vidal et al. (2012) donde se
calcularon parametros de diagndstico de dos métodos moleculares (RT-PCR en tiempo
real y ELISA) para la deteccidon de citrus tristeza virus (CTV) evaluando su utilidad
como herramientas de diagndstico, comparandolos con el IB tradicional y sugiriendo
éste estudio como un modelo a seguir para otros patégenos vegetales.

Tomando este ejemplo como modelo nuestro objetivo fue evaluar y validar la RT-gPCR
ya desarrollada por De Francesco como método de deteccion de CPsV, comparandola
con el IB e incorporar esta metodologia a la normativa argentina vigente para el
diagndstico de la enfermedad psorosis, disminuyendo tiempos y costos en los analisis.

3.1.3 Enfermedades del “grupo psorosis”

Como se menciond en la introduccion general se llama “grupo psorosis” a un conjunto
de enfermedades que afectan a los citricos y producen flecking en hojas jovenes de
plantines indicadores. Estas enfermedades son citrus ringspot, concave gum,
impietratura, cristacortis y psorosis de los citricos.

En 2018, Navarro et al. encontraron mediante secuenciacidn masiva y analisis
bioinformatico un virus a RNA negativo asociado a la enfermedad Concave Gum y
disefiaron un protocolo de RT-PCR para su deteccién (Navarro et al., 2018a). Como ya
se menciond en la introduccidn general, la enfermedad concave gum produce sintomas
de flecking en plantines indicadores al inocularlos con corteza proveniente de una
planta infectada, al igual que CPsV.

A partir del mismo analisis este grupo de trabajo logré identificar un segundo virus a
RNA negativo asociado a la enfermedad cristacortis o impietratura, denominado citrus
virus A (CiVA) y desarrollaron un protocolo de RT-PCR para su deteccion (Navarro et
al., 2018b). La asociacion entre CiVA e impietratura se vio reforzada gracias al trabajo
de Beris et al. en 2021 y en 2022 De Bruyn et al. desarrollaron un método de RT-PCR
real time para su deteccion en citricos.

Las técnicas de deteccion especificas desarrolladas permiten identificar a cada uno de
estos agentes causales, algo que hasta el momento no era posible mediante la técnica
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de diagnéstico por IB. Por otro lado, la identificacion de cada uno de estos virus permite
conocer su incidencia en las diversas regiones productoras de citricos, lo que a su vez
permite un mejor monitoreo del estado de los campos de citricos que se encuentran en
actividad productiva.

Para la comparacion entre el IB y la técnica especifica de RTqQPCR desarrollada por De
Francesco et al. (2015) se contd con material foliar proveniente tanto del NOA como del
NEA y de la region de Salto Grande, Uruguay. Esto incluye tanto material foliar de
plantas adultas de coleccion ya evaluadas por IB como material foliar joven proveniente
de los ensayos de IB de campanas de certificacion llevadas a cabo en el INTA
Concordia entre los afos 2017-2020. Estas muestras podrian presentar tanto CPsV
como alguno (o algunos) de los virus que causan las otras enfermedades del “grupo
psorosis”. Como parte de este trabajo de diagnéstico de CPsV se presentd la
oportunidad de utilizar los cebadores disefiados por la Dra. Mari Carmen Vives para la
deteccion de CCGaV para evaluar su presencia en Argentina (Dra. Mari Carmen Vives,
IVIA, Espafna, comunicacion personal).

En base a todos estos antecedentes se plantearon los siguientes objetivos.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Validar y valorar mediante parametros estadisticos el método de deteccion de
CPsV por RT-qPCR comparando los resultados de esta técnica con el IB tradicional.

3.2.2 Proponer la incorporacion del método de deteccion de CPsV por RT-gPCR como
método de diagndstico de la enfermedad psorosis de los citricos en la normativa

argentina.

3.3.3 Determinar la presencia de CCGaV en Argentina y Uruguay aplicando la técnica
de RT-PCR.

3.3 Hipotesis

3.3.1 El método de deteccion de CPsV por RT-gPCR es especifico para la deteccién
del agente causal de la enfermedad psorosis de los citricos.

3.3.2 El método de deteccion de CPsV por RT-gPCR tiene una sensibilidad comparable
a la del IB para el diagnéstico de la enfermedad psorosis de los citricos.

3.3.3. CCGaV esta presente en las regiones del NOA y NEA.
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3.4 Resultados

3.4.1 Criterio de seleccion de las muestras a analizar

Se contd con el material de poda de las primeras tres brotaciones de las campafas de
certificacion llevadas a cabo por el Ing. Claudio Gomez y su equipo en el CUIS - INTA,
Concordia, Entre Rios (NEA) correspondientes a las camparas 2017/2018 (muestras
recibidas en el INTA en 2017, resultados informados en 2018), campafias 2018/2019
(muestras recibidas en 2018, resultados informados en 2019) y 2019/2020 (muestras
recibidas en 2019, resultados informados en 2020), lo que permitié realizar la
comparaciéon de los resultados de dichas campafnas con los obtenidos mediante el
analisis por RT-qPCR. Se trata de material vegetal (hojas jovenes) sobre el cual se
realizd la observacion de sintomas para el analisis por IB, correspondientes a la
variedad naranjo dulce Pineapple (NDP) de 6 a 12 meses de edad. Este grupo de
muestras se denomind “plantines indicadores”. Las plantas evaluadas mediante
observacion de los “plantines indicadores” se denominan “plantas candidatas” (Figura
2).

Si bien la técnica de diagndstico de psorosis por IB se ha llevado a cabo en 5
observaciones y podas de los plantines indicadores, en este trabajo se analizo
solamente el material proveniente de las primeras 3 observaciones. Esta decision se
tomo en base a que en todas las campafas realizadas en la EEA INTA Concordia a lo
largo de 15 afios el 100% de las muestras positivas manifestaron los sintomas sélo en
los plantines indicadores de la segunda y tercera brotacién (Ing. Claudio Gémez,
comunicacion personal).

Ademas se analiz6 material foliar de 37 plantas adultas de coleccion del NOA ya
evaluadas por IB previamente en la Estacion Experimental Obispo Colombres de
Tucuman (cedido por la Dra. Beatriz Stein y la Dra. Julia Figueroa) y de Salto Grande,
Uruguay (cedido por la Ing. Ana Bertalmio y su equipo), de la estacion experimental del
INIA del mismo lugar. Este material corresponde al grupo de muestras denominado
“plantas adultas” (Figura 2).

El andlisis de todas estas muestras por RT-qPCR fue realizado a ciegas, es decir, no se
contaba con los resultados parciales ni final del IB. Las muestras incluian hojas adultas
y brotes jévenes con y sin manchas cloréticas visibles. Entre las 37 plantas adultas
algunas mostraban sintomatologia del grupo psorosis y otras provenian de plantas
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saneadas, esto quiere decir, certificadas como plantas libres de enfermedades de
acuerdo a la normativa vigente.

En total se evaluaron 37 plantas adultas de coleccién y 91 plantas candidatas de 3
campanas 2017/2018, 2018/2019 y 2019/2020; éstas ultimas generaron 582 muestras
de brotes jovenes provenientes de los plantines indicadores del IB, en 3 brotaciones
sucesivas (Figura 2).
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Figura 2: Esquema de la procedencia del material analizado por RT-qPCR. Se utilizaron dos tipos
de material foliar: hojas provenientes de plantas adultas (37 muestras provenientes de 37 plantas)
y brotes provenientes de la poda de los plantines indicadores utilizados en el IB correspondiente
a las campafias de certificacion llevadas a cabo en CUIS - INTA, Concordia durante las
campafias 2017/2018, 2018/2019 y 2019/2020 (582 muestras provenientes de 91 plantas
candidatas). Modificado de Simeone ef al., 2020.

El grupo de trabajo del Ing. Claudio Gémez envi6 a nuestro laboratorio 1092 muestras
de material de poda, que corresponde a las 91 plantas candidatas cuyo material fue
injertado en 4 plantines, cada uno de los cuales fueron observados y podados en 3
brotaciones (91x4x3) durante el periodo 2017-2020. A pesar de su trabajo y dedicacion,
un gran numero de muestras se perdieron debido a problemas con el servicio de
transporte y el analisis fue realizado sobre 582 muestras.
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De esta manera, se analizaron mediante ambos métodos 619 (582 + 37) muestras de
citricos provenientes del NEA, NOA y Uruguay. Estas plantas incluyen plantines
jovenes, arboles adultos, plantas de campo, de invernadero y de coleccion y de
distintas variedades citricas. Para el analisis estadistico comparativo se considero al
resultado por IB como verdadero estado sanitario de la planta, y en base a esto se
calcularon los estadisticos de sensibilidad (Se), especificidad (Sp) y likelihood ratios
(LRs). También se evalué la concordancia entre el IB y la técnica de RTg-PCR,
utilizando el indice Kappa de Cohen (Cohen, 1960), el test de McNemarX2 y el kappa
ajustado por prevalencia y sesgo (PABAK, prevalence and bias adjusted kappa).

3.4.2 Diagndstico de CPsV: concordancia entre resultados del 1B
y RT-gPCR

En el diagndstico de la enfermedad psorosis de los citricos, una planta se considera
enferma por IB (IB+) cuando al menos uno de los cuatro plantines indicadores
muestran sintomas de flecking, hoja de roble o shock necratico en brotes jovenes, en al
menos dos brotaciones sucesivas. El resultado es posteriormente confirmado para
psorosis A con el ensayo de proteccién cruzada.

El criterio adoptado para la aplicacién de la técnica de RT-qgPCR fue considerar positiva
una planta candidata cuando se detecte CPsV en al menos uno de los cuatro plantines
indicadores en al menos dos brotaciones sucesivas.

Para el caso de las 37 plantas adultas de coleccion evaluadas se utilizd un criterio
distinto. Se tomd el resultado directo de la RT-gPCR como diagnéstico de la
enfermedad, es decir, si se detectdé CPsV por RT-gPCR en material foliar extraido de la
planta adulta, ésta se considerd infectada.

El siguiente analisis estadistico se aplic6 a la sumatoria de 37 plantas adultas y 91
plantas candidatas, dando un total de 128 plantas analizadas. Nuevamente, para este
analisis se consider6d el resultado del IB como el verdadero estado sanitario de la
planta.
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3.4.2.1 Estadisticos evaluados

Prevalencia aparente: La prevalencia es la proporcion de individuos de una poblacion
que presentan una caracteristica especifica en un momento determinado. En este
caso, se trata de la proporciéon de individuos infectados con CPsV dentro de las
muestras analizadas. La prevalencia aparente es simplemente el calculo de resultados
positivos dividido el total de muestras analizadas.

Prevalencia verdadera: Es una estimacion de la prevalencia en el total de la poblacion.
Se calcula a partir de los valores de prevalencia aparente, sensibilidad y especificidad
del método de deteccion.

Sensibilidad (Se): Se define como la proporcion de individuos infectados que
presentaran resultados positivos al aplicarse el método de deteccion. Un método 100%
sensible es capaz de identificar a todos los individuos que se encuentren infectados. Se
calcula tomando el numero de verdaderos positivos y dividiéndolo por la sumatoria de
verdaderos positivos y falsos negativos (esto es, el numero total de individuos
infectados en la poblacion analizada).

Especificidad (Sp): Se trata de la proporcion de individuos no infectados que obtendran
resultados negativos al aplicarse el método de deteccién. Un método 100% especifico
es capaz de identificar a todos los individuos que no se encuentren infectados. Se
calcula dividiendo el numero de verdaderos negativos por la sumatoria de verdaderos
negativos mas el total de falsos positivos (esto es, el numero total de individuos no
infectados en la poblacion analizada).

Valor predictivo positivo (PV+): Es la probabilidad de que un resultado positivo se
corresponda con una infeccion. Se ve influenciado por la incidencia de la enfermedad

en la poblacion y se calcula como el numero de verdaderos positivos dividido la
sumatoria de verdaderos positivos mas el numero de falsos positivos.

Valor_predictivo negativo (PV-): Es la probabilidad de que un resultado negativo se
corresponda con individuo no infectado. Se calcula como el numero de verdaderos
negativos dividido la sumatoria de verdaderos negativos mas el total de falsos
negativos.

Positive likelihood ratio (LR+): Se calcula como Se/(1 - Sp). Se trata de la probabilidad
de que una muestra infectada dé un resultado positivo dividida la probabilidad de que
una muestra no infectada dé un resultado positivo.
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Negative likelihood ratio (LR-): Se calcula como (1- Se)/Sp. Se trata de la probabilidad
de que una muestra infectada dé un resultado negativo dividida la probabilidad de que
una muestra no infectada dé negativo.

Kappa de Cohen: El coeficiente k es un estadistico que ajusta el efecto del azar en la
concordancia observada entre dos métodos. Se lo considera una medida mas robusta
que el calculo de concordancia porcentual ya que considera las coincidencias debidas
al azar. El resultado numérico de este indice fue categorizado utilizando los limites de
Landis y Koch (Landis y Koch, 1977), que definen: k < 0,00 como baja concordancia,
0,00 < k < 0,2 como ligera concordancia, 0,21 < k < 0,40 como concordancia
intermedia, 0,41 < k < 0,6 como concordancia moderada, 0,61 < k < 0,8 como
concordancia sustancia y finalmente 0,81 < k < 1,00 como concordancia casi perfecta.

PABAK: Prevalence and Bias Adjusted Kappa. Se trata de un estadistico calculado a
partir del coeficiente k de Cohen, que ademas tiene en cuenta los factores de sesgo y
prevalencia. Se lo considera mas estricto que el k.

Test de McNemarX2: Este analisis permite evaluar los efectos de sesgo dentro del
conjunto de muestras sometidas a dos tests (en este caso, IB y RT-gPCR). Si el
resultado de este test es significativo (p-value < 0,05), el PABAK es una representacion
mas estricta de la concordancia que el k.

3.4.2.2 Analisis estadistico comparativo entre ambas técnicas

En la Tabla 1 se muestran los resultados finales dados por el IB y por la RT-gPCR.

Los resultados de la columna correspondiente al IB son las conclusiones derivadas de
las cinco observaciones mas el ensayo de proteccion cruzada, realizados de la manera
ya descrita en las estaciones experimentales que cedieron el material vegetal (INTA
Tucuman, INTA Concordia e INIA Salto Grande, Uruguay).

Los resultados de la columna correspondiente a la RT-qPCR corresponden al resultado
directo del analisis del material vegetal en las muestras denominadas “plantas adultas”.
Para estas muestras ya se contaba con el resultado del analisis por IB realizado en
anos anteriores por las estaciones experimentales correspondientes.
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En las muestras denominadas “plantas candidatas” se evalué por RT-qPCR la
presencia de CPsV en los plantines indicadores correspondientes a las 3 primeras
brotaciones del analisis por IB. Se considerd a una planta candidata RT-qPCR+ cuando
se detectdé CPsV en el material proveniente de al menos uno de los cuatro plantines
indicadores en al menos dos brotaciones sucesivas.

Tabla 1: Comparacion de los parametros de diagndstico entre IB y RT-qPCR para la deteccion de
CPsV en 128 plantas.

Bl+ | Bl -

RTGPCR+ |23 |0

RTgPCR- |0 105

128

Estimaciones puntuales e intervalos de confianza (95%):

Prevalencia aparente 0.18 (0.12, 0.26)
Prevalencia verdadera 0.18 (0.12, 0.26)
Sensibilidad (Se) 1.00 (0.85, 1.00)
Especificidad (Sp) 1.00 (0.97, 1.00)
Valor predictivo positivo (PV+) 1.00 (0.85, 1.00)
Valor predictivo negativo (PV-) 1.00 (0.97, 1.00)
Positive likelihood ratio (LR+) Inf

Negative likelihood ratio (LR-) 0.00

Como se puede observar, la concordancia entre estos meétodos es perfecta. Es
importante notar que el analisis por RT-gPCR no arroj6 falsos positivos ni falsos
negativos.

Con estos resultados, el LR- toma un valor cero y el LR+, infinito. La sensibilidad,
especificidad PV+ y PV- resultaron en sus valores maximos posibles, 1. Esto se debe a
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la forma matematica de las ecuaciones de estos estadisticos y a la ausencia de
resultados falsos positivos y falsos negativos.

3.4.3 Concordancia entre la observacion de sintomas y la técnica
de RT-gPCR en cada plantin indicador

Con el propdsito de evaluar la sensibilidad de la RT-qgPCR frente a la observaciéon de
sintomas (SyO) se tomaron los resultados arrojados en cada uno de los plantines
indicadores como una muestra independiente, analizando la concordancia entre ambos
resultados (Tabla 2). Para este analisis se considero a la presencia de sintomas (SyO
(+)) como el verdadero estado sanitario de la planta. Nuevamente, es necesario definir
el verdadero estado sanitario de la muestra para poder realizar estos calculos.

En total se analizaron 582 muestras, que corresponden a los brotes extraidos de las 91
plantas candidatas: 91 (plantas candidatas) x 4 (plantines indicadores) x 3 (brotaciones
y podas) = 1092 muestras de las cuales solo 582 pudieron ser evaluadas.

Tabla 2: Concordancia entre observacion de sintomas (SyO) y andlisis por RT-qPCR en cada
plantin indicador.

SyO (+) | SyO ()

RTQPCR + | 32 5

RTgPCR- [0 545

582

Estadisticos

Resultados coincidentes (%) 99.14
indice kappa de Cohen 0.92 +0.04
Test de McNemar X2 (p-value) | 5.00 (0.025)
PABAK (zIC) 0.98 + 0.01
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En este analisis se aplicé el indice Kappa de Cohen y el PABAK, dando 0.92 y 0.98
respectivamente, valores que se encuentran dentro del rango interpretado como
concordancia perfecta (0.81-1.00), con resultados que coincidieron en el 99,14% de los
casos.

En este analisis se puede observar que, de 582 muestras, el método de RT-qPCR
presenta 577 coincidencias y 5 discrepancias con la observacion de sintomas. Estas
discrepancias corresponden a muestras que no presentaban sintomas pero en las que
se detectd CPsV por RT-gPCR. Al tomarse la observacion de sintomas como verdadero
estado sanitario de la planta, éstas 5 muestras corresponden a resultados de la
categoria “falsos positivos” para la RT-qPCR.

Dos de estas muestras corresponden a errores técnicos de la RT-gPCR, lo que se
deduce de la repeticion de la sintesis de los cDNA y reacciones de RT-qPCR, ya que
no se detecté CPsV en dichas repeticiones. Ademas, estos resultados positivos
corresponden cada uno a un solo plantin indicador en una sola brotacion, lo que no
cumple con el criterio definido para considerar que la planta candidata correspondiente
se encontraba infectada.

Las tres discrepancias restantes corresponden a controles positivos del IB, es decir,
plantines de NDP que fueron inoculados con material proveniente de plantas infectadas
con el aislamiento CPsV 90-1-1 utilizado como control positivo para el ensayo de IB.
Una de estas discrepancias proviene de la primera brotacién, y las dos restantes de la
tercera brotacion. En estos tres casos la infeccidn se confirmé a lo largo del ensayo
mediante observaciones de sintomas en las brotaciones sucesivas o previas. Esto
indica que la técnica de RT-gPCR es capaz de detectar CPsV en muestras infectadas
incluso cuando estas no presentan sintomas

Los resultados de los 577 plantines restantes fueron coincidentes entre ambos
métodos.

3.4.4 Concordancia entre la observacion de sintomas y la técnica
de RT-gPCR en cada brotacion

Luego del andlisis de observacion de sintomas y RT-gPCR de cada plantin indicador
surge la pregunta de si las discrepancias observadas entre observacion de sintomas y
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RT-gPCR en cada plantin se correspondian con alguna de las brotaciones. Por esto se
realizé un analisis agrupando las muestras por brotacion.

El numero de muestras tomadas de los brotes provenientes de la poda de cada
brotacion fueron 582. 312 corresponden a la primera brotacion, 149 a la segunda y 121
a la tercera.

Se calcularon los estadisticos ya definidos para cada grupo por separado. Los
resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Parametros de diagndstico y medidas de concordancia entre la observacion de sintomas
(SyO) y la técnica de RT-qPCR en muestras provenientes de la primera, segunda y tercera
brotacion.

Parametro 1era brotaciéon 2da brotacion 3era brotacion
Se 1 1 1

Sp 0.993 0.993 0.988
Prevalencia (%) 5.45% 4.7% 10.74%
Coincidencia (%) 99.35% 99.31% 98.9%

Kappa de Cohen 0.913 £ 0.06 0.797 £ 0.08 0.917 £ 0.07
McNemar X2 (p-value) | 2 (0.16) 1(0.32) 2 (0.16)
PABAK 0.987 £ 0.06 0.986 + 0.07 0.978 £ 0.1

N 312 149 121

En todos los casos se observa una coincidencia mayor al 98% vy los indices kappa de
Cohen correspondientes estan dentro del rango considerado concordancia casi
perfecta (0,81-1,00) con la excepcién de la segunda brotacion, cuyo indice corresponde
a una concordancia sustancial (0,61-0,80).
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El indice kappa de Cohen puede verse disminuido por efectos de sesgo y prevalencia
(ya sea prevalencia muy alta o muy baja). A pesar de la ausencia de sesgo sistematico
en las tres brotaciones (McNemar p-value > 0,05) no se puede decir lo mismo de la
prevalencia. Un efecto de prevalencia existe cuando la proporcion de coincidencia en la
categorizacion positiva difiere de la de la clasificacion negativa. En este caso la
prevalencia es muy baja, la concordancia por azar es elevada por lo que hace que el
valor de kappa de Cohen disminuya (Byrt et al., 1993). Es por esto que el PABAK es
una medida mas estricta en estos casos. Como se puede observar en la Tabla 3, los
valores de PABAK se encuentran dentro del rango de concordancia casi perfecta para
las tres brotaciones.

Estos resultados indican que la capacidad del test de RT-qPCR para detectar CPsV en
los brotes de plantines indicadores que fueron inoculados con material proveniente de
plantas candidatas es igual en las tres primeras brotaciones.

3.4.5 Correlacion entre intensidad de sintomas y carga viral

Generalmente existe una correlacion entre la intensidad de los sintomas manifestados
por una planta enferma y la carga viral presente en el tejido. En el caso de psorosis esa
correlacion se ha observado frecuentemente pero no se han realizado estudios
cuantitativos que permitan afirmarlo. Otros factores abidticos como irrigacion vy
temperatura y factores biéticos como la presencia de otros patégenos pueden afectar la
expresion de sintomas.

Con el fin de analizar si la intensidad de sintomas manifestada se correlaciona con la
carga viral, se comparé la intensidad de los sintomas mediante un valor obtenido por
observacion, denominado Symptom Score (SS) descrito por De Francesco et al. (2020)
y la carga viral obtenida a partir de los resultados de la RT-qPCR. Para este analisis se
utilizaron las muestras de plantines indicadores NDP identificadas como positivas
provenientes de las campafnas de certificacion llevadas a cabo en el INTA Concordia en
los afos 2017/2018, 2018/2019 y 2019/2020.

El SS asigna un valor numérico a cada observacion, proporcional a la intensidad de
sintomas. El rango de este valor va de 0 a 9 y se calcula sumando los valores
asociados a cada sintoma: flecking y clorosis leves = 1; flecking y clorosis moderadas =
2; flecking y clorosis severos = 3; shock leve = 4; shock moderado = 5; shock severo =
6.
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Para la medida de la carga viral por RT-gPCR se calculé el numero de fragmentos de
RNA del gen de la proteina de cubierta (CP) cada 100 fragmentos de RNA del gen de
ubiquitina (UQ) utilizado como referencia interna, en las 29 muestras positivas (Figura
3).
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Figura 3: Box plot de la comparacion del SS con la carga viral. Las lineas verticales representan
el rango de los datos, los rectangulos grises abarcan los datos entre los cuartiles 1 y 3, los puntos
negros representan el promedio, las lineas horizontales la media y los circulos vacios son los
datos eliminados por el software utilizado para el andlisis de datos (InfoStat) por alejarse
demasiado de la media.

Al observar la Figura 3 se puede apreciar una aparente tendencia si solo se observan
los puntos del grafico (correspondientes al promedio de CP/100UQ para el grupo de
plantas de SS correspondiente en el eje X). Sin embargo, debido al amplio rango de
datos (especialmente dentro de los grupos correspondientes a SS = 2 y SS = 7) éstos
no ajustan a una regresion lineal.

Estos resultados indican que no existe una concordancia entre la intensidad de los
sintomas con la carga viral.
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3.4.6 Aplicacion de la técnica de RT-gPCR y su incorporacion a la
normativa argentina vigente

En colaboracion con el Ing. Claudio Gomez (INTA Concordia) y en base a estos
resultados obtenidos en este trabajo de tesis, se presentd al INASE un protocolo
disefiado para ser aplicado como técnica de diagndstico de la enfermedad psorosis de
los citricos, cuyo agente causal es CPsV.

La técnica de RT-qgPCR fue incorporada a las normativas para el diagndstico de la
enfermedad como un método alternativo al TAS-ELISA descrito anteriormente
(Resolucién 479/2023 RESOL-2023-479-APN-INASE#MEC
https://servicios.infoleg.gob.ar/infoleglnternet/anexos/385000-389999/388023/norma.ht
m)

3.4.7 Presencia de CCGaV en el NEA, NOA y Salto Grande,
Uruguay

Dentro del material recibido de las regiones del NEA, NOA y Uruguay se contaba con
muestras provenientes de plantas adultas de coleccién que reportaban presentar un
cuadro de concave gum.

Se realizaron andlisis para la deteccion de citrus concave gum associated virus
(CCGaV) en los extractos de RNA total provenientes de diversas muestras de material
vegetal. Dentro de estas muestras, las procedentes de Tucuman y Salto Grande
presentaban sintomas asociados a concave gum (hoja de roble y manchas cloréticas
en hojas y concavidades en el tronco) y se trataba de plantas adultas de coleccion. Las
procedentes de Concordia fueron tres: dos plantas candidatas evaluadas durante las
campanas de certificacion de citricos (muestras 3476 y 3478) y una analizada durante
un re testeo de plantas de la estacion realizado periodicamente (muestra FM). Las
muestras procedentes de Concordia sélo presentaban sintomas de flecking en hojas
jovenes.
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Con respecto a las muestras 3476 y 3478, se trata de plantas candidatas analizadas en
el CUIS de INTA Entre Rios durante la campafia 2018/2019. Se analiz6 el material
proveniente de las indicadoras del IB, id est, material foliar joven de NDP, pero las
plantas recibidas por la estacion experimental eran pertenecientes a la variedad
citrange carrizo (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis). En ambas muestras se detecto
tanto CCGaV como CPsV, demostrando la capacidad de estas técnicas de detectar
infecciones mixtas y resaltando la necesidad de contar con métodos capaces de
distinguir entre diversos agentes causales.

Para esto se utilizaron los cebadores disefiados por la Dra. Mari Carmen Vives
(comunicacion personal) para la sintesis de cDNA y subsecuente PCR a tiempo final.
Los resultados se encuentran resumidos en la siguiente tabla y en la Figura 4:

Tabla 4: Resultados de la deteccion por RT-PCR de CCGaV de muestras de diversas variedades
de citricos y procedencias.

Muestra |Resultado PCR |Origen Citrico
BCG Positiva Salto grande, Uruguay [Tangor (mandarina, C. reticulata x C. sinensis)
R0002 Positiva Tucuman Naranja Valencia (C. sinensis (L.) Osbeck)

Rouge la toma (pomelo, Citrus x paradisi
R0178 Positiva Tucuman Macf.)

Rouge la toma (pomelo, Citrus x paradisi
R0202 Positiva Tucuman Macf.)

Rouge la Toma (pomelo, Citrus x paradisi
R0205 Negativa Tucuman Macf.)

Pomelo Henderson (pomelo, hibrido de
R-0389 Negativa Tucuman Citrus grandis (L.) Osbeck)

Rouge la Toma (pomelo, Citrus x paradisi
R-0206 Positiva Tucuman Macf.)

Citrange carrizo Jujuy (Citrus triptera x C.
R-0127 Positiva Tucuman sinensis)
R-2392 Positiva Tucuman Naranjo Agrio Tucuman (Citrus x aurantium)
R-1666 Positiva Tucuman Mandarina (hibrido de C. reticulata)
3476 Positiva Concordia, Entre Rios* [NDP (C. sinensis L. Osbeck)
3478 Positiva Concordia, Entre Rios* [NDP (C. sinensis L. Osbeck)

Folha Murcha (variedad de naranja Valencia,
FM Positiva Concordia, Entre Rios |C. sinensis (L.) Osbeck)
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BCG R0002 FM R0205 pb100 RO0389 3476 3478 C-

Figura 4: Visualizacion de los productos de PCR de 7 de las muestras evaluadas mediante
electroforesis en gel de agarosa 1%-TAE. El producto esperado es de 417 pb (flechas blancas).
La flecha sefiala la banda del marcador de peso molecular correspondiente a 500 pb.

Como indica la tabla, los cebadores fueron capaces de detectar aislamientos locales de
CCGaV con la excepcion de el o los aislamientos presentes en 2 muestras
provenientes de Tucuman. Los fragmentos generados poseen el tamano esperado pero
no fue confirmada su secuencia nucleotidica.
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3.5 Discusion

El IB ha sido aplicado en nuestro pais como unico método de diagndstico de psorosis
por mas de 30 anos (Anderson, 2000). El analisis estadistico presentado muestra una
concordancia casi perfecta entre esta técnica y la RT-gPCR, demostrando que el
meétodo molecular puede ser aplicado para el diagndstico de psorosis con una elevada
sensibilidad.

Es importante destacar que en la totalidad del trabajo no se encontraron resultados del
tipo falsos negativos por la técnica de RT-qPCR, lo que significa que el riesgo de
propagacion de la enfermedad por material falsamente identificado como sano es
despreciable. Ademas, en 3 ocasiones el protocolo de RT-qPCR fue capaz de detectar
la presencia de CPsV en brotes asintomaticos de plantas indicadoras que en otras
brotaciones habian presentado sintomas y habian sido inoculadas con material
infectado. Estos resultados sugieren que esta técnica es mas sensible que el IB en
estas condiciones.

La primer discrepancia entre métodos corresponde a una primera brotacion y se
considera que la carga viral aun no era suficiente para manifestar sintomas, mientras
que la sensibilidad de la técnica molecular permitié detectar la presencia de CPsV. Las
otras dos discrepancias corresponden a muestras provenientes de la tercera brotacion,
que habian desarrollado sintomas en la primera y segunda brotacion. Es muy probable
que se trate de plantas que lograron recuperarse del cuadro de psorosis (recovery), lo
que ocurre gracias a las defensas de la planta (e. g., por silenciamiento génico) y
disminuye la carga viral impidiendo la expresion de sintomas, pero aun asi siendo
detectado por RT-gPCR.

Con respecto a estas tres muestras discrepantes, es relevante sefalar que el resultado
positivo de CPsV por RT-gPCR se tomé como un error del tipo falso positivo porque
para realizar el analisis estadistico comparativo entre ambas técnicas se parte de la
premisa que el resultado de la observacion de sintomas es el verdadero estado
sanitario de la planta. Por lo tanto, es mas correcto decir que se trataban de falsos
negativos del IB debido a la baja carga viral al momento de realizar la observacion.

Por otro lado, en todos los casos positivos hubo deteccion tanto de sintomas como de

CPsV por RT-gPCR en la primera y/o segunda brotacién. No hubo muestras positivas
que no hubieran sido detectadas por cualquiera de los métodos en las primeras dos
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brotaciones. Recordando que el IB requiere de 5 brotaciones totales, seria posible
disminuir el numero de brotaciones sin dejar de detectar aquellas plantas infectadas.

Con estos resultados es posible plantear una revisiéon del procedimiento del IB en la
que soOlo se tengan en cuenta las observaciones realizadas en las primeras dos
brotaciones y se complementen estas observaciones con analisis de RT-qPCR sobre el
material de poda. Esto permitiria obtener un diagndstico rapido de la enfermedad,
ademas de disminuir los costos actuales del IB y reducir los espacios utilizados para el
mantenimiento de las plantas indicadoras, permitiendo a su vez analizar un mayor
numero de plantas por afo.

Es importante recordar que la distribucion del virus dentro de la planta es heterogénea.
Considérese una planta infectada con CPsV; de tomarse por azar muestras de la parte
de la planta que no presenten CPsV en cantidades suficientes como para ser
detectado, los resultados de la deteccion por RT-gPCR serian negativos y se
clasificaria erroneamente a esa planta como sana. Por esto se destaca el valor del IB,
que reside en la multiplicacion del virus dentro del plantin indicador. Este plantin no
sélo se trata de una especie vegetal sensible sino que ademas es podado al momento
de la inoculacion, lo que estimula la generacion de brotes jovenes que es donde el virus
se acumula en mayor concentracion (Garcia et al., 1991).

Alternativamente se propone un reemplazo directo de la técnica tradicional por la
molecular, teniendo en cuenta que sera necesario tomar multiples muestras por planta
para asegurar el relevamiento de material infectado en caso de que la planta se
encuentre infectada. Esto s6lo se propone para los analisis de plantas de viveros
dentro del mercado citricola local. Para el caso de material vegetal que se quiera
ingresar al pais se propone mantener la normativa actual que es coincidente con la
aplicada en la UE y EEUU, mediante una cuarentena. Un método de diagndstico
molecular aplicado a material de cuarentena permitiria la identificacion de virus
conocidos y con esto el monitoreo de las enfermedades presentes en el mercado
citricola mundial, asi como su procedencia. Esto disminuiria el periodo de cuarentena o
al menos permitiria identificar el virus presente en las muestras y con ésto permitiria
conocer qué técnicas aplicar para el saneamiento del material.

El protocolo de RT-gPCR planteado podria ademas modificarse para incorporar la
deteccion simultanea de varios virus que afectan a los citricos. Los resultados del
analisis con cebadores para la deteccion de CCGaV demuestran que las infecciones
mixtas ocurren y que es importante contar con un método que permita discernir entre
diversas especies virales. La observacion de sintomas del IB permite evitar el ingreso
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de plantas enfermas al mercado citricola, pero no permite un analisis de la incidencia
de cada enfermedad en la zona.

Por ultimo, la gran variabilidad de resultados al evaluar la cantidad de moléculas de CP
viral por cada 100 moléculas de ubiquitina no mostré una proporcionalidad entre este
valor y la intensidad de sintomas observados, un resultado inesperado debido a que la
bibliografia reporta cierta correlacion entre la manifestacion de los sintomas con la
deteccion de CPsV (Velazquez et al., 2010).
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3.6 Conclusiones

e La concordancia (PABAK) entre resultados obtenidos se encuentra dentro del
rango interpretado como concordancia casi perfecta (20,8), tanto para el caso
del analisis de RT-qPCR vs IB como el de RT-gPCR vs SyO.

e La presencia de resultados falsos positivos (tanto errores técnicos como
infecciones asintomaticas) demuestran que la RT-gPCR es un método mas
sensible que el IB.

e La ausencia de resultados falsos negativos demuestran que la técnica de
RT-gPCR es altamente especifica, como ya lo habia demostrado De
Francesco et al., (2015).

e Los valores de PV+ y PV- corresponden a las proporciones de los resultados
positivos y negativos que son verdaderos positivos y verdaderos negativos
respectivamente. Estos estadisticos adquirieron sus valores maximos dentro
de este analisis, lo que indica que la técnica es altamente precisa. Esto se
debe a la ausencia de resultados falsos negativos y falsos positivos.

e No se observo correlacién entre la carga viral e intensidad de sintomas en
material foliar de las plantas NDP de invernaculo utilizadas como indicadoras
en el IB.

e La RT-gPCR permite identificar la presencia especifica de CPsV, en contraste
con el IB que solo determina la presencia de una infeccion viral capaz de
manifestar sintomas comunes a varios agentes, como los pertenecientes al
“grupo psorosis”.

e La técnica de RT-qPCR ha sido valorada y validada como meétodo de
diagndstico de la enfermedad psorosis de los citricos, y por lo tanto, puede
ser incorporada a la normativa argentina como método para el diagnostico de
psorosis de los citricos.
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3.7 Perspectivas

Siendo la técnica molecular mas sensible que el tradicional IB, junto con la revision
propuesta al procedimiento usado para la certificacion de plantas de viveros también se
puede plantear la posibilidad de afadir al analisis la deteccion de otros virus presentes
en la zona. Como ya se menciono, en los ultimos afios han sido publicados cebadores
para la deteccién de citrus virus A (De Bruyn et al., 2022) y en este trabajo se han
evaluado los cebadores para la deteccion de CCGaV, enfermedades pertenecientes al
antiguamente denominado “grupo psorosis” cuya incidencia en nuestro pais es
desconocida, pero que causan sintomas similares a los causados por CPsV en los
plantines utilizados para el IB.

De esta manera se podra monitorear las enfermedades presentes en el mercado local.
Ademas, como método de diagnodstico no solo seria aplicable al material vegetal
certificado local, sino también al material de cuarentena ayudando a su deteccion mas
temprana. El anadlisis de material de cuarentena solo se interrumpiria al encontrarse
evidencia molecular de presencia de patdégenos y en los casos de resultados negativos
el procedimiento se mantendria con la metodologia actual para minimizar la
probabilidad de ingresar patégenos al mercado citricola local.

Para poder realizar un monitoreo de la incidencia y procedencia de las enfermedades
pertenecientes al previamente denominado grupo psorosis sera necesario contar con
cebadores especificos para cada una de ellas. Para esto sera necesario una
secuenciacion masiva de muestras provenientes de distintas zonas productivas del
pais y un posterior andlisis bioinformatico, junto con disefio de los cebadores
apropiados para el diagnéstico simultaneo de todas las especies virales encontradas.
Esto generaria un nuevo protocolo para el diagnéstico de estas enfermedades, que
debera ser evaluado adecuadamente previo a su implementacion.
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CAPITULO 4:

TRANSMISION DE CPsV
POR AFIDOS



4.1 Introducciodn

4.1.1 Afidos como posible vector de CPsV

Como ya ha sido mencionado, la manifestacién de los sintomas de psorosis puede
llevar hasta 15 afios en arboles a campo donde la transmision es natural. Es por eso
que previo a la aplicacion de programas de certificacion del material vegetal en varias
regiones citricolas del mundo se propagaba material infectado sin detectar la presencia
del virus.

Posteriormente, mediante la aplicacion de programas de certificacion de material
vegetal libre de virus en base al ensayo biolégico sobre plantines indicadores (descrito
en el Capitulo 3), se logré disminuir su incidencia y controlar la enfermedad. Aun asi,
actualmente se siguen encontrando nuevos arboles infectados en campos, lo que
sugiere la existencia de un vector natural. Como antecedentes a estas observaciones,
Pujol y Befatena (1965), describieron una distribucion aleatoria de arboles afectados,
sugiriendo un insecto alado como vector de la enfermedad.

Mas adelante, en la década de los ‘80 se reportaron ensayos que sefialaban la difusion
natural de psorosis observada en EEUU (Timmer y Garnsey, 1980). Luego Portillo
(1983) y Benatena y Portillo (1984) sugieren a Toxoptera spp. (Figura 1) y Aphis
citricola como posibles vectores de la enfermedad.

Figura 1: Ninfas (marrones) y adulto (negro) de Toxoptera citricida, fotografia cedida por el Dr.
Juan Pedro Bouvet (EEA-INTA Concordia, Entre Rios).
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En estos estudios la presencia de psorosis era determinada mediante la lectura de
sintomas asociados a la enfermedad. Como se menciond en la introduccién general,
los sintomas que provoca CPsV no son especificos de la enfermedad psorosis, sino
que también son causados por otros patdgenos que provocan las enfermedades
ringspot, concave gum, impietratura, cristacortis y infectious variegation-crinkly leaf,
(Wallace, 1978). Debido a esto y antes de que CPsV haya sido descrito como agente
causal de psorosis, estas enfermedades se las agrupaba como el “grupo psorosis”. Por
lo tanto, los ensayos no necesariamente eran especificos para CPsV, sino que la
sintomatologia observada podria haberse debido a la presencia de otros virus causales
de este grupo de enfermedades. Es por eso que estos resultados no fueron
concluyentes.

Posteriormente, entre los anos 1995-2000 se realizaron ensayos de transmisién de
CPsV en la region citricola de Uruguay (Maeso et al., 2000). En estos ensayos se
tomaron 114 plantines de Madame Vinous (Citrus x aurantium L. var. sinensis, de ahora
en adelante MV) y naranjo dulce Pineapple (Citrus sinensis L. Osbeck, de ahora en
adelante NDP) de un ano de edad crecidos en invernaculos a prueba de insectos.
Estos plantines fueron cultivados en macetas que fueron trasladadas a una parcela de
naranja Ombligo Washington (hibrido de Citrus sinensis) con alta incidencia de
psorosis, determinada por indexing biolégico (IB). Los plantines fueron colocados
alrededor de arboles con sintomas de psorosis (Figura 2A). A modo de control se
colocaron en el mismo cultivar 48 plantines cubiertos por mallas anti afidos. Uno de los
144 plantines expuestos desarrollé6 shock en brotes jovenes y la presencia de psorosis
se confirmd posteriormente mediante IB. Los autores concluyen que esta transmision
podria haber sido mediada por T. citricida, ya que fue el insecto observado con mayor
frecuencia en los plantines expuestos (Maeso et al., 2000).
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Figura 2: Ensayo realizado por el grupo de investigacion del Dr. Maeso para evaluar la
transmision natural de CPsV en naranja dulce en un campo comercial en el departamento de
Salto, Uruguay en 1995. A: plantines de NDP en macetas de plastico (asterisco rojo) aisladas del
suelo colocadas alrededor de un arbol con sintomas de psorosis (ramas sefialadas con cintas
rojas). B: plantin no expuesto a insectos alados, aislado con malla anti afidos, utilizado como
control negativo (asterisco azul). Tomado de Maeso et al., 2000.

Costa et al. (2013) realizaron un ensayo similar en INTA-Concordia, Entre Rios. Se
tomaron plantines jovenes de NDP que se encontraban en almacigos aislados del suelo
y se colocaron alrededor de arboles de campo de mas de 20 afos de edad infectados
con psorosis, cuya infeccion fue confirmada por IB. Luego de unos meses fueron
observados y se encontré que presentaban sintomas asociados a psorosis (flecking y
manchas cloréticas en el material foliar). Estos plantines sintomaticos no fueron
analizados para determinar la presencia de CPsV. Por lo tanto, este ensayo s6lo asocia
la transmisidn aérea de algun factor capaz de producir sintomas de flecking y clorosis
en hojas jovenes de NDP.

Luego, en 2020 Hernandez-Rodriguez et al. realizaron dos ensayos para evaluar la
transmision de CPsV por T. citricida. Para ambos ensayos utilizaron plantines de MV y
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colonias de &fidos libres de enfermedades establecidas en plantas de Citron Etrog
(Citrus medica L.).

En el Experimento 1, llamado Colonizacion Libre, 12 plantines MV junto con una planta
fuente de CPsV y una colonia de afidos alados fueron introducidas en jaulas cubiertas
con malla anti &fido. En total se utilizaron 4 jaulas (Figura 3, A-D). Las plantas se
mantuvieron en estas jaulas hasta que se observaron sub-colonias en todos los
plantines MV, lo que demord 30 dias aproximadamente. Luego de este periodo se
asperjo insecticida para eliminar a los afidos.

En el Experimento 2, llamado Colonizacion Inducida, transfirieron 5 afidos adultos no
alados de cada una de las colonias alimentandose de las plantas fuente de CPsV a
brotes jévenes de plantines MV sanos (a razon de 3 plantines MV por cada planta
fuente de CPsV) bajo condiciones de temperatura controladas (18 - 27°C). Luego del
traslado de los afidos, cada brote fue cubierto con una bolsa plastica transparente, que
a su vez fue cerrada alrededor del tallo para limitar el movimiento del insecto (Figura
3E-G). Se permitio a los afidos alimentarse durante un periodo de 72 horas y luego
fueron eliminados con insecticida.

Figura 3: Ensayo de Colonizacién libre (A-D) y Colonizacion Inducida (E-G). A: Jaulas en las
que fue realizado el ensayo de Colonizacion Libre. B, C y D: Tres plantas fuente de CPsV con
colonias de T citricida. E: plantines MV con brotes cubiertos por bolsas plésticas. F y G: detalles
de los afidos (flechas blancas) en el brote.
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Posteriormente los plantines de MV utilizados en ambos experimentos fueron
evaluados por IB sin observarse sintomas de psorosis a lo largo del ensayo. Al cabo de
4 anos de observacion de estos plantines, ninguno desarroll6 sintomas de la
enfermedad ni se detecté CPsV mediante RT-PCR en hojas de los plantines ni en las
muestras de afidos (pooles de 80-100 individuos) tomadas durante el desarrollo de
ambos ensayos. A su vez, estos ensayos fueron repetidos manteniendo la metodologia
y solo cambiando el periodo de inoculacion de 30 dias a 6 y 12 meses. Nuevamente,
no se detectd presencia de CPsV en plantines ni en &fidos. Los autores concluyen que
bajo estas condiciones T. citricida no es capaz de transmitir ni adquirir CPsV, pero no
confirman si el resultado negativo de la transmision es debido a que los afidos no son
capaces de adquirir el virus.

En conjunto todos estos ensayos sugieren un vector alado para CPsV que se
encontraria entre alguna de las especies que colonizan citricos infectados en el campo.
En base a estos resultados en esta tesis se llevaron a cabo experimentos de
Adquisicion y Transmisién de CPsV con T. citricida, Aphis spiraecola y Aphis gossypii
bajo condiciones controladas y contando con el método de deteccion de CPsV por
RT-qPCR, que es especifico y de alta sensibilidad para determinar la presencia del
virus tanto en los afidos como en los plantines del ensayo.

4.1.2 Biologia de afidos

Los insectos son los vectores de transmision natural mas frecuentes de virus que
infectan plantas y dentro de ellos los afidos son responsables de alrededor del 50% de
estas transmisiones (Brunt et al., 1996; Nault, 1997).

Los afidos son insectos pequefios, de no mas de 10 mm de largo, que se alimentan del

contenido floematico de plantas vasculares introduciendo parte de su sistema digestivo
dentro de las células del floema (Stern, 2006) (Figura 4).
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Figura 4: Esquema de un afido introduciendo su estilete en el floema de una planta vascular
(células verde claro). Modificado de Whitfield ez al., 2015.

Los afidos revisan la superficie de la planta aceptada como potencial hospedadora con
la punta de su proboscis, que posee receptores tactiles y responden a texturas, lo que
a su vez les permite percibir el contorno de las nervaduras de las hojas, que es su sitio
de alimentacion preferido (Tjallingii, 1978a y b).

Luego introducen sus estiletes mandibulares y maxilares (Figura 5) dentro de la planta.
Secretan continuamente una solucién viscosa que contiene lipoproteinas y fosfolipidos
que recubre el estilete a medida que éste penetra el tejido de la planta. Esta secrecion
se gelifica inmediatamente al retirarse el estilete, lo que la vuelve relativamente
impermeable (Miles, 1987). Esta cubierta le otorga algo de rigidez al estilete, que es
muy flexible, y permite que el afido controle la direccion de movimiento del mismo
(Pollard, 1973).

Canal mandibular con
dos axones neuronales Estilete

& mandibular
Estilete
maxilar ((‘J
Canal ‘ Canal salival
menticig (& Estilete
- makxilar
: . Estilete
mandibular

Figura 5: Esquema de una seccion transversal del estilete de un afido. Modificado de Dixon,
1985.
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Los afidos se alimentan y reproducen simultdneamente, sin retirar su estilete del floema
del cual se estan alimentando (Stern, 2006). Las crias se establecen cerca de sus
madres, produciendo colonias muy numerosas.

A lo largo de su vida, estos insectos sufren un proceso denominado ecdisis, que
consiste en la muda de su capa mas externa de quitina. Esto ocurre cuatro veces
durante su estadio de ninfa, antes de alcanzar su adultez. La cuticula de quitina es
rigida, y no permite el crecimiento del animal, por lo que es recambiada periédicamente
(Figura 6).

Figura 6: Aphis gossypii en hojas de Solanum lycopersicum. Mudas desprendidas de los afidos
sefialadas con flechas rojas. Fotografia propia.

El tiempo de desarrollo de estos animales depende de la temperatura. A 20°C el
estadio de ninfa tiene una duraciéon de 6 a 8 dias, y una longevidad total de unos 28
dias. El tiempo generacional promedio es de 11 dias (Komazaki, 1982). Es importante
tener en cuenta que en los ensayos de adquisicion y transmisidn de esta tesis se
utilizaron colonias de afidos, es decir, se utilizaron grupos de afidos que contenian
individuos en todos los estadios del ciclo de vida.

Como se ha mencionado, los afidos se alimentan del floema que contiene altas

concentraciones de azucares simples, lo que hace que esta solucion presente una alta
concentracion osmotica. El sistema digestivo de los afidos les permite alimentarse del
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contenido floematico sin ser deshidratados por su alto potencial osmético, sintetizando
oligosacaridos de cadena larga a partir de los azucares simples. Luego, los afidos
excretan el agua en exceso en forma de solucion diluida de azucares simples. Es por
esto que el insecto puede pasar toda su vida sin moverse del lugar del que se
encuentra alimentandose.

La mayoria de los afidos nacen con embriones en desarrollo en su interior y engendran
hembras sin ser fertilizadas por un macho. Esto es el resultado de una meiosis
modificada que se saltea el paso de reduccién al dividirse y resulta en heterocigotas
diploides. Los embriones completan el desarrollo dentro del ovario de la madre
secuencialmente, uno después de otro. Los embriones en desarrollo contienen a su vez
embriones en desarrollo en su interior. En algunas especies aproximadamente una vez
al ano los afidos se reproducen de manera sexual; las hembras sexuales tienen el
mismo aspecto fisico que las hembras asexuales, pero sus ovarios producen évulos en
lugar de embriones. Los machos surgen de una meiosis asexual en la que se pierde un
cromosoma X (Stern, 2006).

Todas las especies de afidos estudiadas poseen la capacidad de desarrollar alas en
funcion de cambios en su ambiente (Figura 7). La mayoria de los individuos se
desarrollan sin alas, pero a medida que las colonias crecen algunos individuos adultos
producen alas para movilizarse a otras plantas, o bien a otra parte de la planta mas
conveniente para su alimentacién (Stern, 2006).

Figura 7: A: ninfas (marrones) y adultos no alados (negros) de 7. citricida en brotes de P.
trifoliata. B: Ninfa (marrén) y adulto alado (negro) de T. citricida. Imagenes cedidas por el Dr.
Juan Pedro Bouvet (EEA-INTA Concordia, Entre Rios).
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La biologia de estos animales los hace sumamente eficientes en su rol como vectores.
Las bocas picosuctoras facilitan la transmision de viriones directamente dentro de las
células sin causar danos irreparables a la planta. Al tener la posibilidad de reproducirse
asexualmente, las poblaciones de afidos pueden crecer con vertiginosa velocidad,
aumentando las posibilidades de transmision de virus. Ademas, muchas especies son
polifagas, es decir, se alimentan de un amplio rango de especies vegetales, lo que es
importante para la diseminacién de virus que infectan a mas de una especie.

Existen mas de 200 especies identificadas como vectores distribuidas por todo el
mundo (Brunt et al., 1996; Eastop, 1983; Hull, 2002; Nault, 1997, Stevens & Lacomme,
2017; Gaafar et al., 2020; Jayasinghe et al., 2021), y sus mecanismos moleculares de
transmision son muy variables.

4.1.2.1 Mecanismos de transmision de virus por insectos

La transmision de virus de plantas consiste en un proceso de tres pasos: la adquisicion
por parte del vector al alimentarse de una planta infectada, la retencién de los viriones
adquiridos en el sitio de retencion y la liberacion de viriones retenidos, también llamada
inoculacién. En funcién del movimiento del virus dentro del insecto se clasifican en
transmision circulativa (persistente, puede ser propagativa o no), y no circulativa
(persistente y semi persistente). Un afido que haya adquirido virus y sea capaz de
transmitirlo a una planta sana se denomina virulifero.

Transmision circulativa o persistente

Los virus atraviesan las membranas del sistema digestivo del afido, son transportadas
a la hemolinfa, ingresan a las glandulas salivares y finalmente se liberan del afido a
través de su saliva (Figura 8, flechas negras).

La transmision circulativa se clasifica a su vez en propagativa, cuando el virus es capaz
de replicarse dentro del insecto, y no propagativa, cuando el virus no se replica en el
cuerpo del insecto. Los afidos permanecen viruliferos (capaces de inocular el virus
adquirido) durante semanas e incluso después de que el insecto haya mudado su
cuticula (Ng y Perry, 2004).
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Transmision no circulativa: semi persistente y no persistente

En este caso, los virus presentan una relacion mas superficial y transitoria con el vector
y so6lo se asocian a la boca y el estomodeo (Figura 8, zonas sombreadas en gris). La
mayoria de los virus transmitidos por afidos lo hacen en forma no circulativa.

Haemocele

Glandula=—
salival
accesoria

\
\

Canal
alimenticio

Glandula salival
Canal salival

\
Proctodeo

>
Transmision Transmision
no circulativa circulativa

Figura 8: Esquema de una seccion transversal de un afido sefialando la ruta tomada por virus
circulativos y no circulativos luego de la adquisicion por parte del insecto. Los fluidos de la
planta ingresan por el canal alimenticio dentro del estilete. El canal alimenticio y el estomodeo
son los sitios de retencion para virus transmitidos de manera no circulativa. Las flechas sefialan
el paso de virus transmitidos de manera circulativa, que ingresan por el canal alimenticio y
atraviesan sus membranas hasta alcanzar el haemocele y glandulas salivares accesorias antes de
liberarse a través del conducto salival (Modificado de Ng y Perry, 2004).

Es importante destacar que las partes del sistema digestivo mencionadas (boca y
estomodeo) se recambian y pierden periédicamente junto con todo lo que se encuentre
fijado en su superficie (como podrian ser virus asociados a ella) durante el proceso de
ecdisis. Este proceso ocurre en todos los insectos y artropodos durante su crecimiento.
En é&fidos la ecdisis ocurre durante los estadios de ninfa. Los afidos adultos no mudan
su cuticula (Ng y Perry, 2004).
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La transmision no circulativa puede clasificar a su vez en no persistente 6 semi
persistente. La transmision no persistente es caracterizada por tiempos muy cortos de
adquisicién e inoculacidon, que pueden ser de segundos a minutos, y los afidos
permanecen viruliferos durante tiempos relativamente cortos. Una vez que el afido
abandona la planta fuente de virus y comienza a alimentarse de una planta no
infectada su capacidad de transmitir el virus es sélo de algunos minutos (Pirone vy
Perry, 2002; Jayasinghe et al., 2021; Ng & Zhou, 2015).

La transmision semi persistente tiene tiempos de adquisicion de minutos a horas y
permanecen viruliferos durante unos pocos dias (Palacios et al., 2002; Ng & Zhou,
2015).

4.2 Transmision de citrus tristeza virus por T. citricida

Citrus tristeza es una enfermedad endémica de la region mesopotamica argentina. Su
agente causal es citrus tristeza virus (CTV) y su vector natural es T. citricida. Ambos se
encuentran presentes en la zona citricola argentina (Roistacher y Bar-Joseph, 1987). El
mecanismo de transmision de este virus se encuentra muy estudiado y se sabe que la
retencidon por parte del afido es no persistente, ocurre en el estilete e involucra una de
las proteinas de cubierta del virus (Shilts et al., 2020). Este vector es muy eficiente,
encontrandose tasas de transmision de mas del 80% (Roistacher y Bar-Joseph, 1987).
Es por estas caracteristicas, y principalmente el hecho de que se trate de un
mecanismo no persistente, que este sistema virus-vector se utilizé como control
positivo en los ensayos de adquisicion de CPsV por T. citricida en este trabajo de tesis
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4.3 Objetivos

4.3.1 Determinar si CPsV es adquirido por las especies Toxoptera citricida, Aphis
spiraecola y/o Aphis gossypii

4.3.2 Determinar si CPsV es transmitido por las especies Toxoptera citricida, Aphis
spiraecola yl/o Aphis gossypii.

4.4 Hipotesis

441 La especie de afido Toxoptera citricida es capaz de adquirir CPsV bajo
condiciones controladas

4.4.2 La especie de afido Aphis gossypii es capaz de adquirir CPsV bajo condiciones
controladas.

4.4.3 La especie de afido Aphis spiraecola es capaz de adquirir CPsV bajo condiciones
controladas.

4.4.4 La especie de afido Toxoptera citricida es capaz de transmitir CPsV a citricos
sanos bajo condiciones controladas.

4.4.5 La especie de afido Aphis gossypii es capaz de transmitir CPsV a citricos sanos
bajo condiciones controladas.

4.4.6 La especie de afido Aphis spiraecola es capaz de transmitir CPsV a citricos sanos
bajo condiciones controladas.
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4.5 Resultados

4.5.1 Seleccion y recoleccion de afidos

Las especies de afidos recolectadas para realizar los ensayos de adquisicion y
transmision en este trabajo de tesis fueron seleccionadas en funcién de la abundancia
con que se encuentran en la region de Concordia, Entre Rios. La recoleccion se hizo
durante el mes de Agosto de 2021, que es la época de mayor abundancia de afidos en
el campo. Para eso se cont6 con la colaboraciéon del Dr. Pedro Bouvet, de la EEA-INTA
Concordia.

4.5.2 ldentificacion y saneamiento de las especies de afidos
recolectadas

A partir de la guia “Los Pulgones de los Citricos” (1996) de Hermoso de Mendoza
(Figura 9) y con la colaboracion del Dr. Juan Pedro Bouvet se realizé el reconocimiento
morfologico de las especies observadas en plantas de citricos a campo, y en base a
esto su seleccion, recoleccion y saneamiento.
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Foto 1.- Aphis craceivara: Foto 2.- Aphis fabae: Foto 3.- Toxoptera aurantii:
adulta dptera adulta aptera y ninfas ala anterior

Foto 4.- Toxoplera aurantii: Foto 5.- Aphis gossypii: Foto 6.- Toxoptera citricida:
adulta aptera ala anterior antena de adulta alada

Foto 7.- Aphis gossypii: Foto 8.- Aphis gossypii: Foto 9.- Macrosiphum euphorbise:
adulta dptera adultas apteras adulta dptera

Foto 10.- Brachycaudus helichrysi: ~ Foto 11.- Myzus persicae: Foto 12.- Aphis spiraecola:
adulta dptera adulta dptera adulta dptera

Figura 9: Guia para la identificacion visual de afidos que se alimentan de citricos. Tomada de
Hermoso de Mendoza, 1996.
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Se observé multitud de especies colonizando arboles citricos a campo y se
seleccionaron las dos especies mas abundantes al momento de la recoleccién, que
fueron A. spiraecola y T. citricida. Esto es coincidente con lo observado por Behatena y
Portillo (1984) y Maeso et al. (2000).

Las colonias utilizadas en los ensayos realizados en esta tesis fueron sometidas a un
proceso de saneamiento realizado en la EEA-INTA Concordia, Entre Rios. Este
consistid en criar las colonias durante 3 generaciones alimentandolas exclusivamente
con citricos certificados libres de enfermedades. Para esto se usaron jaulas cubiertas
de mallas anti afidos y se colocaron en cadmaras aisladas bajo condiciones de
temperatura controladas de 24+2 °C y fotoperiodo de 10:14 — L:O (Figura 10).

s B it |

Figura 10: A) Jaulas cubiertas de mallas anti afidos con tres plantas NDP (jaula izquierda) y tres
LR (jaula derecha). B) Jaulas en camara de cultivo bajo condiciones de temperatura y luz
controladas.

4.5.2.1 Metodologia para la recoleccién de afidos durante los ensayos

Debido al proceso de ecdisis y a que se desconoce el tipo de transmision de este
posible vector, se analizaron adultos y ninfas por separado. Las ninfas de T. citricida
mudan su cuticula 4 veces durante su desarrollo, mientras que los adultos no sufren
este proceso. De tratarse de transmision no circulativa el virus se adheriria al estilete o
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al estomodeo y se perderia junto con la muda, disminuyendo la tasa de adquisicion en
ninfas con respecto a los adultos. Es por esto que la deteccién de CPsV fue realizada
partiendo de RNA total de pooles de afidos de 5 adultos o bien de 10 ninfas.

Recordando que el insecto introduce su estilete en el tejido vascular de la planta para
alimentarse, si se los retira cuando se estan alimentando parte del sistema digestivo
podria dafarse o cortarse y quedar dentro del tejido vegetal. Si los viriones estuvieran
retenidos en esta parte del sistema digestivo, estos se perderian sin detectarse en el
cuerpo del afido. Es por esto que en todos los ensayos los afidos fueron recolectados
de la manera de evitar la pérdida de parte del sistema digestivo. Para eso se procedio
como se describe a continuacion.

Cuando el brote de donde se alimentan los afidos es separado del resto de la planta el
contenido del floema deja de circular, lo que hace que los afidos comiencen a moverse
buscando una nueva fuente de alimento. Las muestras de &afidos fueron tomadas
cortando los brotes que tenian insectos alimentandose en su superficie y colocando
este material vegetal en placas de petri. También se instigd a los afidos a apartarse de
la planta mediante toques suaves con pinza o aguja hasta que éstos comenzaron a
caminar por la superficie de la hoja y/o de la placa de petri (Figura 11). Aquellos que se
separaron de la planta fueron levantados con pincel o pinzas y colocados en un
eppendorf con 100uL de TRI-Reagent® e inmediatamente molidos con un pilon. Este
macerado se mantuvo a -20°C hasta completar la extraccién de RNA total.

Figura 11: Hoja joven de NDP en placa de petri con A. gossypii. Se puede observar que algunos
individuos aun se encuentran sobre la hoja alimentandose (flecha violeta) y que otros individuos
han abandonado la hoja, caminando sobre la placa (flecha naranja).
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4.5.2.2 Integridad del RNA total de afidos y optimizacién de la RT-PCR
para verificar su calidad

En todos los ensayos de adquisicion la deteccion de CPsV se realiza en la muestras de
RNA total extraido de pooles de afidos. Para verificar la integridad y calidad del RNA en
estos extractos se realizaron electroforesis y luego RT-PCRs utilizando cebadores que
hibridan en un gen de expresion estable en afidos (Shang et al., 2015). Para corroborar
la integridad se sembro6 una alicuota del extracto de RNA total y se visualizé en un gel
de agarosa 1% con bromuro de etidio y retroiluminacion por UV. Se observaron las
bandas correspondientes al RNA ribosomal 28s y 16s, indicando que la extraccion de
RNA total fue satisfactoria (Figura 12).

288 —a

16s —™
bs — "

Figura 12: Electroforesis nativa en gel de agarosa 1% de diferentes extractos de RNA total de
afidos.

Luego de verificar la integridad del RNA total y de determinar aproximadamente su
concentracion (descrito en el Capitulo Materiales y Métodos) se procediéo a la
amplificacion de un fragmento de DNA de los afidos que servird como control del
estado de las muestras en los ensayos de adquisicion y transmision de CPsV en
muestras de afidos. Para eso se sintetizé cDNA utilizando los cebadores EF1a que
hibridan en la secuencia del factor a de elongacion de traduccion de proteinas de T.
citricida (Shang et al., 2015). Se realizé una busqueda por BLAST en la base de datos
de NCBI de estos cebadores y se confirmé que la secuencia se halla tanto en T.
citricida como en A. spiraecola y A. gossypii. A partir de este cDNA se realizé una PCR
con los mismos cebadores, cuya reaccion produce un fragmento de DNA de 194 pb. En
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la Figura 13 se muestra a modo de ejemplo el producto de esta PCR a partir de cinco
pooles de afidos.

500pb

100pb —,

1 2 3 4 5 6 7

Figura 13: Electroforesis de los productos de PCR EFla, control de integridad del RNA de
afidos a partir de: Calle 1: marcador. Calle 2: control negativo sin cDNA. cDNA sintetizado a
partir de RNA de pooles de: calle 3: adultos no alados de T citricida; calle 4: ninfas de T.
citricida, calle 5: adultos alados de A. gossypii; calle 6: adultos no alados de A. gossypii; calle 7:
ninfas de 4. gossypii.

Por otro lado, para verificar que las colonias saneadas efectivamente se encontraban
libres de CPsV se analizaron pooles de afidos saneados de la manera descrita. Todas
las detecciones de CPsV por RT-qPCR resultaron negativas, confirmando que estas
colonias se encontraban libres de CPsV.

4.5.3. Ensayos de adquisicién de CPsV por afidos

Los ensayos de adquisicion en esta tesis fueron realizados de la siguiente manera: se
tomaron colonias de afidos saneadas cortando brotes de las plantas libres de
enfermedades en las que éstos estuvieran alimentandose y se colocaron directamente
sobre los brotes tiernos de las plantas infectadas con CPsV, denominadas plantas de
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adquisicion. Como ya se menciono, los insectos dejan de alimentarse en cuanto el
floema de la planta deja de circular y al proceder de esta manera los insectos se
trasladan de una planta a otra sin dafarse fisicamente. El esquema del procedimiento
se muestra en la Figura 14.

Colonia saneada

A

Colonia de
adquisicion

&

RTqPCR CPsV

Planta de adquisicion

Figura 14: Esquema del procedimiento de los ensayos de adquisicion. Se toma una colonia de
afidos saneada y se transfiere a una planta infectada con CPsV cortando el brote en el que se
encuentran los afidos y colocandolo sobre los brotes tiernos de la planta infectada. Luego de
transcurrido un cierto tiempo (tiempo de adquisicién) se toman muestras de la colonia y se
evalua la presencia de CPsV en estos afidos mediante RTqPCR.

4.5.3.1 Ensayo 1: Adquisicion de CPsV por T. citricida y A. spiraecola en
NDP

El objetivo de estos ensayos fue evaluar la capacidad de los afidos recolectados y
saneados para adquirir CPsV al alimentarse de NDPs infectados con CPsV 90-1-1
(PsA). Se procedié de la manera descrita colocando los brotes conteniendo las colonias
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saneadas directamente sobre los brotes tiernos de la planta infectada (Figura 15) y
permitiendo que los afidos se trasladen libremente. Las plantas con sus respectivas
colonias de afidos fueron mantenidas en camaras con un fotoperiodo de 10:14 —L:Oy
temperatura de 241+2°C

Figura 15: brotes de NDP libre de virus con cientos de individuos de 7. citricida, colocados sobre
las ramas de un NDP infectado con CPsV 90-1-1.

Se realizaron 3 ensayos consecutivos con T. citricida en los que se analizaron 80, 100 y
225 individuos adultos, y en paralelo un ensayo con 25 individuos adultos de A.
spiraecola. El tiempo de adquisicion de estos ensayos fue de 24 horas y la deteccion
de CPsV se realizé6 mediante la técnica de RT-qPCR descrita en el Capitulo Materiales
y Métodos con los cebadores ihpCP1 e ihpCP3 a partir de los extractos de RNA total de
pooles de afidos.
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En este ensayo no se detectdé CPsV en ninguna de las muestras. Si la tasa de
adquisicion fuera menor al 1% el numero de individuos deberia ser un orden mayor al
analizado en este ensayo para poder detectar el virus. Para el caso de A. spiraecola no
se conté con una nueva colonia con suficiente cantidad de individuos, por lo que el
ensayo no pudo repetirse para esta especie.

4.5.3.2 Ensayo control de adquisicion de CTV por T. citricida en NDP y LR

Teniendo en cuenta que varios factores podrian haber alterado el resultado negativo del
primer ensayo de adquisicion de CPsV, se modificé el disefio de los siguientes
experimentos. Asi, se parti6 de un mayor numero de individuos y los tiempos de
adquisicion fueron mas largos, y ademas se agregdé un ensayo control positivo de
adquisicion.

El ensayo control tiene como objetivo verificar el estado de las colonias de Toxoptera
citricida, sobrevida de los insectos, su capacidad para alimentarse, método de traslado
y el tiempo minimo necesario para la adquisicion control. Por lo tanto en paralelo al
Ensayo 1 de adquisicion de CPsV se realizé un ensayo denominado Control.

Para este ensayo control se utilizaron 6 plantas infectadas con el aislamiento CTV
126-13 (germoplasma de la EEA-INTA Concordia, Entre Rios, ya confirmada su
infeccion por RT-PCR), 3 NDP y 3 LR. Se evaluaron los tiempos de adquisicion de 24
hs y 48 hs tomando muestras de afidos de las mismas plantas. Las plantas con sus
respectivas colonias de afidos fueron mantenidas en camaras bajo las mismas
condiciones que las utilizadas en el Ensayo de adquisicién 1 de CPsV: un fotoperiodo
de 10:14 — L:O y temperatura de 24+2°C. Se tomaron las muestras en pooles de 10
ninfas 6 5 adultos apteros por tubo. En la Tabla 1 se detalla el numero de individuos
analizados en este ensayo Control.

Tabla 1: Total de afidos analizados en el ensayo Control de adquisicion de CTV, a: adultos, n:

ninfas.
Tiempo de adquisicion Total de &fidos en LR Total de &fidos en NDP
24h 190 (70a + 120n) 210 (90a + 120n)
48h 125 (35a + 90n) 125 (35a + 90n)
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Al analizar la presencia de CTV por RT-PCR en este ensayo control se obtuvieron los
siguientes resultados:

Tabla 2: Deteccion de CTV en pooles de T. citricida colonizando NDP y LR infectados con CTV.
A: adultos, N: ninfas, T: totales.

24h adquisicion 48h adquisicidn

AT N/T AT N/T
LR 10/14 7/12 417 5/9
(%) (71,4%) (58,3%) (57,1%) (55,5%)
NDP 6/18 6/12 317 7/9
(%) (33,3%) (50%) (42,8%) (77,7%)

Estos resultados muestran una adquisicién entre 55y 78% para ninfas y 33y 71% para
adultos. Estos valores se encuentran dentro de lo esperado para la adquisicion de CTV
por parte de T. citricida. La tasa de adquisicidon siempre sera mayor o igual a la de
transmision y los antecedentes bibliograficos reportan que la tasa de transmisién para
este sistema virus-vector es altamente variable. Liu et al. (2019) reportan tasas de
transmision que varian entre 90 y 100% a partir de un tiempo de adquisicion minimo de
6 horas en naranjo dulce Jincheng (C. sinensis L.). Por esto podemos confiar en que
las condiciones del experimento y el estado de las colonias y las plantas fueron
adecuadas para la adquisicion.

4.5.3.3 Ensayo 2 de Adquisicidn de CPsV por T. citricida en LR y NDP

En paralelo con el ensayo control y a partir de la misma colonia saneada de T. citricida
se realizaron los ensayos 2 y 3 para CPsV.

En el Ensayo 2 se utilizaron 6 plantas infectadas con CPsV 90-1-1; 3 NDP y 3 LR. Se
evaluaron tres tiempos de adquisicion: 24h, 48h y 22 dias tomando muestras de afidos
de las mismas plantas a las 24 hs, 48 hs 6 22 dias de iniciado el experimento,
respectivamente. Las plantas con sus respectivas colonias de afidos fueron mantenidas
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en camaras con un fotoperiodo de 10:14 — L:O y temperatura de 2412°C. EIl
experimento se encuentra esquematizado en la Figura 16:

¥

54h 0 14a+17n
48h " 45a+28n
& 59 0% 16a+18n
s -
434 S
Colonia %v L 27a+17n
saneada 24h 5
481 > " 28a+20n
22d Y 243+ 21n

. Plantas de adquisicion |

"\ CPsV+ Vi
Figura 16: Esquema del ensayo 2 de adquisiciéon de CPsV por 7. citricida en LR y NDP. Los
numeros corresponden al total de pooles analizados, a: adultos (5 individuos por pool), n: ninfas
(10 individuos por pool).

Como control negativo se colocaron colonias de afidos saneados sobre un NDP y un
LR libres de virus. La deteccion de CPsV fue realizada mediante RT-gPCR vy la

presencia del mMRNA del gen eF1a se evalué por RT-PCR, como control de la integridad
y calidad del RNA total.

El total de afidos analizados en este ensayo se muestra en la Tabla 4:
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Tabla 4: Total de afidos evaluados en el Ensayo 2 de adquisicion de CPsV por T citricida.

Tiempo de adquisicién Afidos LR Afidos NDP

24h 240 (70a + 170n) | 305 (135a + 170n)
48h 505 (225a + 280n) | 340 (140a + 200n)
22d 260 (80a + 180n) | 330 (120a + 210n)

En este ensayo también se recolectaron las mudas encontradas sobre la superficie de
las hojas, pero no se detectd CPsV en éstas muestras debido a la baja cantidad de
RNA obtenida a partir de ellas.

No se detectd presencia de CPsV en los extractos de RNA total de T. citricida de
ninguna de las muestras analizadas, independiente de la planta de adquisicion, tiempo
de adquisicion y etapa de desarrollo del insecto.

4.5.3.4 Ensayo 3 de Adquisicién de CPsV por T. citricida en LR 'y NDP

Este ensayo fue realizado con plantas crecidas bajo las mismas condiciones que en el
Ensayo 2. Se utilizé la misma colonia de T. citricida saneada, que fue mantenida en
plantas libres de enfermedades durante el transcurso del Ensayo 1 de adquisicion de
CPsV. De igual manera, en este tercer ensayo se tomaron los afidos que se
encontraban en las plantas de NDP libres de virus cortando brotes sobre los que se
estuvieran alimentando y colocandolos sobre los brotes jovenes de las plantas de
adquisicion. Las plantas fueron mantenidas en invernaculo con régimen de luz natural y
temperatura controlada entre 20-35 °C.

El experimento se encuentra esquematizado en la Figura 17:
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Figura 17: Esquema del ensayo 3 de adquisicion de CPsV por T citricida en LR y NDP. Los
nimeros corresponden al total de pooles tomados, a: adultos (5 individuos por pool), n: ninfas

(10 individuos por pool).

Se utilizaron 3 LR y 3 NDP infectados con CPsV 90-1-1. El tiempo de adquisicion de
este ensayo fue de 10 dias para permitir a los afidos multiplicarse hasta alcanzar un
numero mayor de individuos. El total de &fidos analizados se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5: Total de afidos evaluados en el ensayo 3 de adquisicion de CPsV por parte de T

citricida en NDP y LR.

Tiempo de adquisicion

Afidos LR

Afidos NDP

10d

480 (200a + 280n)

435 (115a + 320n)
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Se detectd CPsV en un unico extracto de RNA total, obtenido de un pool de 10 ninfas
recolectadas de un LR. Si se considera que un unico individuo fue capaz de adquirir
CPsV, la tasa de adquisicion en este ensayo seria del 0,35%.

4.5.3.5 Ensayo 4 de Adquisicion de CPsV por A. gossypii

Si bien A. gossypii es vector de CTV (Roistacher et al., 1984), en este ensayo no se
incluyd un control positivo como el descrito en la seccion 4.5.3.2 debido a que no se
contd con plantas infectadas con CTV al momento de realizarlo.

Se repitié el procedimiento con una colonia de A. gossypii saneada de la manera ya
descrita. Para este ensayo se utilizaron para la adquisicion 4 naranjas Valencia (C.
sinensis Osbeck, de aqui en adelante NV) injertadas sobre Poncirus trifoliata,
infectadas mediante injerto con CPsV 90-1-1. Nuevamente, se separaron afidos adultos
apteros de ninfas y adultos alados realizandose pooles de 5 adultos alados, 5 adultos
apteros o bien 10 ninfas. También se tomaron muestras no solo de los brotes jévenes
en la copa sino también de brotes jovenes del pie (P. trifoliata). El tiempo de adquisicion
fue de 7 dias y se determin6 en funcién de la velocidad de multiplicacion de los afidos,
realizandose la toma de muestras cuando se observé una abundante cantidad de
afidos en las plantas. El ensayo se encuentra esquematizado en la Figura 18, y el total
de individuos evaluados se encuentra resumido en la Tabla 6.

103



Colonia saneada

7d (copa)

36aa + 64a + 102n

7a+ 6n

Figura 18: Esquema del ensayo de adquisicion de CPsV por A. gossypii en NV (copa) sobre P,
trifoliata (pie). Los numeros corresponden al total de pooles tomados, aa: adultos alados (5
individuos por pool) a: adultos (5 individuos por pool), n: ninfas (10 individuos por pool).

Tabla 6: Total de afidos evaluados en el ensayo 3 de adquisicion de CPsV por A. gossypii en NV
sobre P. trifoliata.

T adq Afidos de la copa NV Afidos del pie P, trifoliata

7d 1520 (180aa + 320a + 1020n) 95 (35a + 60n)

No se detecté a CPsV en ninguno de los pooles de ninfas ni de adultos, tomados tanto
de la copa como del pie.
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4.5.4 Ensayos de transmision de CPsV por T. citricida y A.
gossypii

Para realizar los ensayos de transmision es necesario partir de una colonia de afidos
que haya adquirido el virus, llamada colonia de adquisicion. Para estos ensayos se
utilizaron los afidos que se habian reproducido en las plantas de adquisicion en los
ensayos anteriores, permitiéndoles reestablecer colonias sobre las plantas infectadas
para luego evaluar su capacidad para transmitir CPsV a plantas sanas bajo condiciones
de temperatura controladas. El procedimiento se encuentra esquematizado en la Figura
19:
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Figura 19: Esquema de los ensayos de transmision. Se colocan brotes con colonias de
adquisicion sobre plantas libres de CPsV. Luego de un tiempo de inoculacion se eliminan los
afidos utilizando insecticida comercial y se toman muestras de material foliar de las plantas de
transmision para evaluar la presencia de CPsV.
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4.5.4.1 Ensayo 1 de transmisién de CPsV por T. citricida

Como se muestra en la Figura 20, el ensayo fue realizado de la manera descrita
anteriormente permitiendo a T. citricida alimentarse de plantas infectadas con CPsV
durante 10 dias, tomando brotes de las plantas infectadas conteniendo afidos (colonia
de adquisicion) y colocando éstas sobre brotes jovenes de plantas libres de
enfermedades (plantas de transmisién). Se utilizaron para esto 3 NDPs, un LRy 2 NV
sobre P. ftrifoliata libres de enfermedades. Las plantas fueron mantenidas en
invernaculo con régimen de luz natural y temperatura controlada entre 20-35 °C.

Se le permitié a los afidos alimentarse durante 7 dias de las plantas de transmision y
luego las plantas fueron fumigadas con MAMBORETA-D, un insecticida sistémico.

& =
D Waks
_4 iy
Brote CPsV+ \}
con colonia de
adquisicion

10 meses 3

Toma de muestra
de material foliar

$

RTqPCR CPsV

Planta de transmision

Figura 20: Esquema del ensayo de transmision de CPsV por 7. citricida en NDP, LR y NV sobre
P. trifoliata.

Las plantas fueron mantenidas en invernadero bajo condiciones de temperatura de
20-35°C. Al cabo de 10 meses no se detectdé CPsV por RTqQPCR en material foliar de
ninguna de las plantas del ensayo.
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4.5.4.2 Ensayo 2 de transmisién de CPsV por A. gossypii

Este ensayo se realizé a partir del material del Ensayo de adquisicion 4 por A. gossypii.
Se tomaron las 4 plantas NV sobre P. trifoliata (plantas de adquisicion) con las colonias
de A. gossypii alimentandose de ellas y se las colocdé en una jaula cubierta con malla
anti afidos junto con plantas sanas certificadas libres de enfermedades: 2 LR, 2 NDP y
3 NV sobre P trifoliata (denominadas plantas de transmision, 7 plantas en total).
Ademas, se utilizaron 4 plantas de adquisicion adicionales, no utilizadas en el Ensayo
4: 2 LR y 2 NDP infectados por injerto con CPsV 90-1-1. Todas las plantas fueron
mantenidas en invernaculo con régimen de luz natural y temperatura controlada entre
20-35 °C.

A diferencia de los ensayos anteriores, en este caso se colocaron 2 plantas de
transmision dentro de la jaula junto con 3 plantas de adquisicion infectadas con CPsV
90-1-1. Cada 7 dias se retiraron dos plantas, una infectada y una de transmisién, que
se asperjaron con MAMBORETA-D y posteriormente se podaron. Al mismo tiempo se
reemplazaron estas plantas con otras dos plantas (nuevamente una de adquisicion y
una de transmisién) que presentaran brotes jovenes, para estimular el movimiento de
los &fidos a éstas. Es importante senalar que los efectos sistémicos de
MAMBORETA-D persisten en la planta por 2 semanas, por lo que al reintroducir a la
jaula plantas previamente asperjadas se tuvo la precaucién de dejar pasar al menos 20
dias luego del tratamiento con el insecticida.

Se observo la presencia de insectos en ambos tipos de planta (de adquisiciéon y de
transmision) a lo largo de todo el ensayo. En estas jaulas el recambio de plantas se
mantuvo semanalmente durante 10 meses para permitir que los afidos se muevan
multiples veces entre las plantas infectadas y las de transmision. En total, cada planta
de transmisién fue podada y colonizada por afidos 6 veces a lo largo de la duracion del
ensayo. El procedimiento esta esquematizado en la Figura 21.
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Figura 21: Esquema del ensayo 2 de transmision de CPsV por 4. gossypii en LR, NDP y NV
sobre P. trifoliata. +: plantas infectadas con CPsV, T: plantas de transmision.

Las 7 plantas de transmision fueron analizadas al finalizar el ensayo y nuevamente 6
meses mas tarde. No se detectdo CPsV en ninguna de ellas.
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4.6 Discusion

Para CTV, cuyo vector de transmisién natural es T. citricida, se han reportado tasas de
adquisicién de casi el 100% (Herron et al., 2006) y de transmision entre 9y 80%, segun
las condiciones del ensayo (Hermoso de Mendoza, 1984). Si bien los citricos utilizados
(LR y NDP) son sensibles a CTV, no son las variedades en las que el virus tiene su
mayor tasa de multiplicacion, por lo que la carga viral en estas plantas podria ser mas
baja que al infectar, por ejemplo, Citrus x aurantiifolia (Lima). Es decir, si bien las tasas
de adquisicion del Ensayo Control alcanzaron valores de 33 a 77% en citricos como
NDP y LR, los resultados en lima probablemente hubieran alcanzado valores mas altos.
Esto confirma que las condiciones del ensayo eran las adecuadas para permitir la
adquisicién de virus y los resultados obtenidos para los ensayos de adquisicion con
CPsV son confiables.

T. citricida fue capaz de adquirir CPsV, pero lo hizo con una tasa muy baja
detectandose el virus en el RNA total proveniente de un unico pool de 10 ninfas que se
estaban alimentando de un LR. Si se considera que s6lo una ninfa de 10 en el pool fue
la que adquirié6 CPsV, la tasa de adquisicion resultante seria de 0,35%. Por otro lado, si
se considera que los 10 individuos adquirieron CPsV, la tasa de adquisicion seria del
3,5%, lo que implica que en los 270 afidos restantes de ese grupo (ninfas
alimentandose de un LR en el Ensayo 3) entre 1 y 9 individuos mas deberian haber
adquirido CPsV (270 x 3,5/100 = 9,45) lo que habria resultado en un mayor numero de
pooles positivos para CPsV, resultado que no se obtuvo.

Se podria considerar la posibilidad de que los 10 individuos del pool se encontraban
comiendo de una misma hoja con elevada concentracion de particulas virales de CPsV.
Sin embargo los distintos individuos que contiene cada pool fueron recolectados de
distintas partes de la hoja e incluso de distintos brotes. Por lo tanto, es probable que
menos de 10 ninfas hayan adquirido el virus y la tasa sea menor a 3,5%.

Cabe destacar que esta adquisicion de CPsV por T. citricida ocurrié al alimentarse de
un LR, que es una especie citrica en la que el virus se multiplica a niveles mayores que
los detectados en otros citricos como naranjos y mandarinas (Garcia et al., 1991). Esto
sugiere que la adquisicion podria ocurrir cuando el insecto se alimente de un floema
con una elevada concentracion de particulas virales.

Una tasa de adquisicidén tan baja implica que para generar infeccion en la planta seria

necesario un numero elevado de afidos para lograr la transmision. También hay que
considerar la posibilidad de que la planta se defienda frente a un bajo nivel de
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multiplicacion viral, lo que podria llevar a que la enfermedad se manifieste mucho mas
tarde y sea la causa del largo periodo de latencia hasta que se manifiestan los
sintomas a campo.

Por otro lado, las moléculas de CPsV detectadas podrian haber estado dentro del
contenido del sistema digestivo del insecto sin que hubiera habido una interaccion
molecular entre viriones y afido y por lo tanto no estar asociado a una transmision.

Como se menciond6 en la seccion de antecedentes, en el trabajo de
Hernandez-Rodriguez et al. (2020) se mantuvieron durante 30 dias jaulas cubiertas de
malla anti afidos conteniendo una planta infectada con CPsV y 12 plantines MV libres
de enfermedades. En estos ensayos se desconoce cuantos insectos se alimentaron de
la planta infectada y luego migraron a los plantines sanos. Como ya se menciond, los
afidos tienden a ubicarse en un punto de la hoja y alimentarse alli toda su vida sin
moverse. Los 30 dias de duracion de este ensayo fueron determinados por la aparicién
de colonias en todos los plantines MV. Es posible que un unico afido haya migrado de
la planta enferma a la sana y ese individuo haya dado origen a una colonia observada
en el plantin. Considerando la tasa de adquisicién encontrada en este trabajo de tesis
(0,35%) la probabilidad de que un unico afido virulifero sea suficiente para transmitir es
muy baja, lo que coincide con los resultados reportados por Hernandez-Rodriguez et
al., que concluyen que T. citricida es incapaz de transmitir CPsV bajo las condiciones
evaluadas. En el otro ensayo realizado por este grupo de trabajo, denominado
colonizacion inducida, se tomaron 5 afidos adultos apteros que se encontraban
alimentandose de plantas infectadas con CPsV y se los transfirié a brotes jévenes de
plantines de MV sanos. Se limité el movimiento de estos insectos cubriendo cada brote
con una bolsa plastica transparente. Se utilizaron 4 plantas fuente de CPsV y 3
plantines MV por cada planta fuente, dando un total de 60 afidos. Nuevamente, si sélo
0,35% de los afidos (ninfas) son capaces de adquirir CPsV es posible que ninguno de
los 60 individuos adultos de este ensayo haya adquirido el virus.

Finalmente, en el trabajo de Hernandez-Rodriguez et al. (2020) también evaluan la
adquisiciéon de CPsV por parte de los afidos analizando por RT-PCR 4 pooles de 80 a
100 afidos y sin detectar CPsV en ninguno de ellos. En este trabajo de tesis se aplica la
técnica de RT-gPCR desarrollada por De Francesco et al. (2015) cuyo limite de
deteccion es mayor al de las técnicas de RT-PCR y TAS-ELISA, siendo capaz de
detectar 1000 moléculas de un fragmento de DNA de la proteina de cubierta en 1 uL de
cDNA molde. A mayor numero de afidos no viruliferos en un pool, menor es la
probabilidad de detectar el virus contenido en un unico individuo. Por lo tanto, en un
pool de 80-100 afidos la probabilidad de deteccidn del virus es menor que en pooles de
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10 individuos. Por lo tanto, es esperable que Hernandez-Rodriguez et al. (2020) no
hayan detectado CPsV en ninguno de los pooles evaluados.

Por otro lado es importante mencionar los trabajos de Maeso et al., (2000) y Costa et
al. (2013). Ambos observan evidencia de transmision de la enfermedad psorosis al
colocar plantines de citricos aislados del suelo alrededor de plantas infectadas con
CPsV. Ademas, en el trabajo de Maeso et al. (2000), contaron con controles aislados
por mallas anti afidos. En estos experimentos se permitié el movimiento libre de todo
tipo de insectos entre las plantas, pero ambos grupos de investigadores proponen a T.
citricida como posible vector debido a que fue la especie observada con mayor
frecuencia en ellas, sin descartar otros insectos como posibles vectores. En estos
ensayos realizados a campo las plantas se encuentran expuestas a miles de afidos y
es posible que aun con una tasa de adquisicién tan baja como 0,35% (y una tasa de
transmision aun menor) hubiera ocurrido la transmisién de CPsV por este vector.
También es posible que esta transmision hubiera sido mediada por alguna de las
multiples especies de afidos y otros insectos que se alimentan de citricos a campo y
que no fueron evaluados en este trabajo de tesis como A. citricola, T. aurantii y D. citri,
entre otros.

Por lo tanto, los resultados de este trabajo de tesis no contradicen las conclusiones de
Hernandez-Rodriguez et al. (2020). Maeso et al. (2000) y Costa et al. (2013) concluyen
que la transmision de la enfermedad ocurre mediante un vector alado, probablemente
T. citricida. Los resultados de este trabajo de tesis no son suficientes como para
rechazar esta conclusion, pero permiten afirmar que es muy poco probable que T.
citricida sea el vector de transmision natural de la enfermedad ya que la tasa de
adquisicion es muy baja y, por ende, es muy poco probable que este insecto pueda
transmitir el virus.

Por otro lado, si se considera que CPsV puede permanecer latente en la planta durante
afnos, los resultados negativos obtenidos en los ensayos de transmisién podrian
tratarse de falsos negativos, ya que pasado cierto tiempo (meses o afios) CPsV podria
multiplicarse hasta llegar a un nivel en el que seria detectado. Al menos se puede decir
que con la especie T. citricida, el numero de individuos y bajo las condiciones
ensayadas el inéculo de CPsV no es suficiente para multiplicarse y detectarse por
RT-gPCR al cabo de 10 meses de que la colonia de afidos haya comenzado a
alimentarse.

Por ultimo, estos ensayos no permitieron afirmar que la adquisicién por T. citricida

depende del tiempo de alimentacién del insecto, ya que no se observé adquisicion en
los ensayos con tiempos de alimentacion de 24h, 48h ni 22 dias, pero si en el ensayo
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con tiempo de adquisicion de 10 dias. En este ultimo ensayo (Ensayo 3 de adquisicion
por T. citricida) las temperaturas maximas alcanzadas (35°C) fueron mayores que en el
resto de los ensayos realizados con esta especie de afido (24°C) lo que podria indicar
que este proceso es mas eficiente a temperaturas mayores a 24 °C. Se sabe que en la
region del NEA las temperaturas maximas en los meses de enero y diciembre superan

los 30°C (https://www.entreriosturismo.com.ar/clima-temperaturas.html), por lo que este
factor podria ser relevante.

Para el caso de A. gossypii no se detectd adquisicion de CPsV al alimentarse de NV ni
P. trifoliata. En el ensayo de transmision de CPsV por parte de A. gossypii los insectos
se movieron incontables veces entre plantas de transmision y enfermas, lo que brinda
mayor confianza en la posibilidad de transmitir el virus. Aun asi no se observo
transmision durante los 10 meses del transcurso del ensayo ni después de 6 meses de
su finalizacién.

Por lo tanto, bajo las condiciones ensayadas ni A. gossypii ni T. citricida son capaces
de transmitir CPsV.

Por ultimo, como se mencion6 en el Capitulo 1, Olpidium spp. es otro posible vector

para CPsV debido a que es el vector natural de otros virus pertenecientes a la familia
Aspiviridae.
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4.7 Conclusiones

e Bajo las condiciones aplicadas en este trabajo de tesis (fotoperiodo de 10:14 —
L:O y temperatura de 24+2°C) T. citricida es capaz de adquirir CTV con una tasa
que va del 41 al 65% al alimentarse NDP infectado.

e El ensayo control de CTV permitié afirmar que las condiciones utilizadas en
estos ensayos eran las adecuadas para abordar los ensayos con CPsV.

e T citricida no es capaz de adquirir CPsV al alimentarse de NDP o LR infectados
con el aislamiento CPsV 90-1-1 luego de periodos de adquisicion de 24h, 48h y
22 dias con fotoperiodo de 10:14 — L:O y temperatura de 24+2°C.

e T citricida es capaz de adquirir CPsV con una tasa del 0,35% al alimentarse de
limén rugoso infectado con el aislamiento CPsV 90-1-1 luego de un periodo de
adquisicion de 10 dias con régimen de luz natural a temperaturas entre 20 y
35°C.

e A. gossypii no es capaz de adquirir CPsV al alimentarse de naranjo Valencia o P.
trifoliata infectados con el aislamiento CPsV 90-1-1 luego de un periodo de
adquisicion de 10 dias en invernaculo.

e T citricida no es capaz de transmitir CPsV al alimentarse de NDP o LR
infectados con CPsV 90-1-1, con un periodo de adquisicion de 10 dias con
régimen de luz natural y temperaturas de 20-35°C, y con un periodo de
transmision de 7 dias.

e A. gossypii no es capaz de transmitir CPsV al alimentarse de NDP, LR, naranja
Valencia o P. trifoliata infectados con el aislamiento CPsV 90-1-1 luego de 6
semanas de permitir que los insectos se muevan entre éstas plantas y naranjos
Valencia sobre P. trifoliata libres de enfermedades.
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4.8 Perspectivas

Habiendo obtenido una tasa de adquisicidén tan baja en los ensayos de adquisicién de
CPsV por T. citricida sera necesario repetir estos experimentos utilizando un niumero de
afidos mucho mayor al de los ensayos de esta tesis, aumentandolo al menos en un
orden de magnitud ya que el valor de la tasa de adquisicion obtenida es de 0,35%, lo
que significa que encontrar un resultado positivo en un menor numero de individuos
depende del azar. También es importante destacar que el unico evento de adquisicidon
detectado ocurrié al mantener las plantas en un rango de temperatura de 20-35°C, lo
que sugiere que estos ensayos deberian repetirse bajo condiciones de temperatura
mas elevadas.

Los antecedentes indican que la tasa de transmisién de CTV por T. citricida puede
variar entre un 11 y un 89% segun distintas condiciones como tiempos de adquisicion,
numero de afidos y especie de citrico utilizada (Roistacher, 1987). Si se considera una
variabilidad similar para CPsV, resultados concluyentes requeriran de muchos mas
ensayos similares a los realizados en este trabajo, modificando las variables
mencionadas.

Por otro lado, para poder determinar el vector natural en caso de que se trate de un
insecto alado, seria necesario realizar ensayos con otras especies de afidos y otros
insectos que se alimenten de citricos y que se encuentren en la region citricola del NEA
como Aphis citricola, Toxoptera aurantii y Diaphorina citri.
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CAPITULO 5:

TRANSMISION DE CPsV
POR Olpidium spp.
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5 Introduccion

En esta seccion se describe la biologia de Olpidium spp., la taxonomia de las especies
pertenecientes a este género y los mecanismos moleculares de transmision de virus.
Posteriormente se describen los ensayos que permitieron determinar que O. virulentus
es el vector de transmisién natural de varias de las especies virales de la familia
Aspiviridae.

5.1 Biologia de Olpidium spp.

Desde la primera descripcidon de Olpidium brassicae realizada en 1878 por Woronin, los
diversos grupos de investigacion llamaron a este hongo y otras especies relacionadas
de diversas maneras (Lay et al., 2018). Las diversas fuentes bibliograficas citadas en
esta seccidon hablan especificamente sobre la biologia de O. brassicae, pero es
necesario sefialar que los procesos y mecanismos descritos también ocurren en otras
especies del género como O. virulentus y O. bornovanus. Las principales diferencias
entre éstas ultimas y O. brassicae se relacionan con la capacidad de estas especies de
transmitir virus y su especificidad por el hospedante, aunque también presentan
algunas diferencias morfolégicas (Lay et al., 2018).

O. brassicae es un parasito obligado que coloniza células de las raices de plantas
(Figura 1). Dentro de la célula hospedadora conforma una estructura denominada talo
delimitada por una pared (Figura 2A y 2B) en la que el protoplasma se concentra en
uno o mas centros a partir de los cuales se pueden ramificar estructuras tubulares
similares a raices, denominadas tubos de descarga. El talo puede diferenciarse en
zoosporas (Figura 2F) o bien esporas de resistencia o reposo (Figura 1 y Figura 2D).
Las zoosporas contienen un unico flagelo que les da movilidad en medio liquido,
mientras que las esporas de resistencia presentan una pared doble.
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Figura 1: Esporas de resistencia de forma icosaédrica de O. virulentus en raices de Lactuca
sativa (lechuga), tomado de http://ephytia.inra.fr/ (2023)

Figura 2: A y B) Talos vegetativos unicelulares de O. bornovanus en raices de Cucumis sativus
(pepino). C) Un talo vacio luego de la liberacion de sus zoosporas. D) Espora de resistencia con
doble pared. E) Zoosporas siendo liberadas de un esporangio, las flechas sefialan el tubo de
salida. F) Una zoospora en nado, con un unico flagelo posterior. G) Una zoospora enquistada.
Escala: Lineas A-E 10 um; F,G = 5 pm. (Tomado de Sekimoto et. al., 2011).

Cuando una célula colonizada por Olpidium spp. entra en contacto con agua las
zoosporas maduras son liberadas al medio (Figura 2E). Las esporas de reposo resisten
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todo tipo de estrés ambiental y pueden permanecer latentes durante décadas (Webster
y Weber, 2007).

5.1.1 Colonizacion de raiz

O. brassicae se encuentra comunmente en raices de Brassica oleracea var. capitata
(repollo blanco), particularmente en suelos humedos pero es capaz de invadir las
raices de un amplio rango de hospedantes no relacionados (Lay et al., 2018).

Las células de la epidermis de las raices de repollos colonizados por O. brassicae
contienen uno o mas talos cilindricos o esféricos, que en ocasiones se observan
ocupando toda la célula. El citoplasma del talo es de aspecto granular (Figura 3A) y su
contenido se divide posteriormente en numerosas zoosporas sin flagelo que se
escapan a través de uno o mas tubos de descarga (Figura 3A y 3B) que penetran la
pared externa de la célula hospedante (Temmink y Campbell, 1968).

La liberacion de zoosporas ocurre dentro de los primeros minutos de contacto de la raiz
con el agua. La punta del tubo de descarga se deshace y las zoosporas escapan,
nadando activamente en el agua con su unico flagelo (Figura 3D) durante unos 20
minutos. Si se colocan raices de plantulas de repollo en una suspension de zoosporas
éstas colonizan los pelos de la raiz y células epiteliales adhiriéndose a la superficie
para luego retirar su flagelo y sufrir modificaciones en su pared, formando estructuras
llamadas quistes. Tanto la pared de los quistes como la de la célula vegetal se
disuelven en el punto de unién y la célula es penetrada (Temmink y Campbell, 1969a y
b) permitiendo que el contenido del quiste sea transferido al interior de la célula. Este
proceso puede ocurrir en menos de una hora (Aist e Israel, 1977). Al cabo de 2 dias
post infeccion se pueden observar talos esféricos en las células de la epidermis de la
raiz. A los 45 dias se observa desarrollo de tubos de descarga y los talos se
encuentran en condiciones de liberar las zoosporas.

118



Tubos de Talo vacio

descarga Células de ’

la raiz Tubos de descarga !
\ -

Células de
laraiz ~
~

-
~

, Talo
# granular

-

Talo ~
granular 20pm

@ Zoosporas
flageladas
4 .
P €53
Células de - - ﬁ @
laraiz - - - y

10um

Figura 3: O. brassicae en raices de Brassica oleracea. Los dibujos estan realizados a la escala
indicada (Modificado de Webster y Weber, 2007).

En algunas células de la raiz se pueden observar cuerpos estrellados con paredes
gruesas Yy sin tubos de descarga. Se trata de esporas de reposo (Figura 3C y Figura 4).

Figura 4: Esporas de resistencia de A) O. bornovanus y B) O. brassicae. Tomado de Bol. san.
veg. Plagas (2012).

Estas esporas son altamente resistentes al estrés ambiental y son capaces de
sobrevivir durante décadas, manteniéndose viruliferas en los casos en los que hayan
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adquirido virus (Campbell, 1985; Hiruki, 1987). La morfologia de estas esporas es una
de las diferencias entre O. bornovanus (esporas esféricas de pared de aspecto liso,
Figura 4A) y O. brassicae y O. virulentus (ambos con esporas de forma
estrelladal/icosaédrica, Figura 4B; Lay et al., 2018).

5.1.2 Patogenicidad de Olpidium spp.

Woronin (1878) negaba que O. brassicae fuera el agente causal de la hernia de la col,
pero sospechaba que podria causar otras enfermedades del repollo. Mas adelante
otros investigadores sugirieron que O. brassicae podria ser el agente causal de
diversas enfermedades que afectaban cultivares de lino, tabaco, coliflor, frutilla y nabo
(Marchal, 1901; Peters y Schwarz, 1912; van der Meer, 1926; Hildebrand, 1934; Koch,
1935; Jacobsen, 1943).

Sin embargo, diversos reportes indicaban que la sanidad de los cultivares de tabaco,
tomate y repollo no se veia afectada por O. brassicae (Bensaude, 1923, Vanterpool
1930). Por otro lado, Jacobsen observo disminucion del crecimiento en nabos y
coliflores infectados con O. brassicae pero concluyd que este efecto probablemente era
causado por Pythium y Rhizoctonia (Jacobsen, 1943).

Durante la década de 1950 investigaciones sobre la enfermedad big-vein de la lechuga
llevé a dos grupos de investigadores a concluir de manera independiente que esta
enfermedad y O. brassicae se encuentran estrechamente relacionados (Fry, 1958;
Grogan et al., 1958). Ese mismo ano Haeske reportd particulas cilindricas de aspecto
viral en las raices de plantas infectadas con big-vein (Haeske, 1950). Mas adelante,
Tomlinson y Garrett demostraron que O. brassicae era capaz de adquirir el agente
causal de la enfermedad y subsecuentemente transmitirlo a raices de lechuga sana
(Tomlinson y Garrett, 1964). En este trabajo también se demostré que O. brassicae
puede adquirir el agente causal de big-vein y perderlo al colonizar raices de llantén
mayor (Plantago major) o plantas del género Veronica (familia Plantaginaceae).

En 1962 Teakle descubrié que O. brassicae puede actuar como vector para el virus de
la necrosis del tabaco (TNV, familia Tombusviridae; Teakle, 1962) y poco tiempo
después Hiruki reporté la transmisién del tobacco stunt virus (TStV, género
Varicosavirus) por O. brassicae (Hiruki, 1964; 1965)

Debido a la capacidad de O. brassicae de transmitir tres virus que infectan plantas, los
antecedentes lo describen como vector viral. Dentro de las observaciones realizadas
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por Tomlinson y Garrett (1964) se encontraban variantes de O. brassicae aisladas a
partir de raices de repollo que no eran capaces de colonizar raices de lechuga, lo que
fue confirmado por diversos experimentos realizados con variantes de O. brassicae
provenientes de distintas fuentes (Kassanis y MacFarlane, 1965; Teakle y Hiruki, 1964;
Temmink et al., 1970). En la siguiente seccion se describe cdmo gracias a las técnicas
de secuenciacion masiva se determind que estas variantes de O. brassicae en realidad
se trataban de distintas especies de Olpidium spp.

5.2 Taxonomia

Los antecedentes bibliograficos reportan que O. brassicae y algunos otros miembros de
la familia como Olpidium bornovanus son vectores de virus de plantas (Campbell,
1996). Sin embargo, la delimitacion entre especies del género Olpidium ha cambiado a
lo largo del estudio de este hongo (Sampson, 1939; Sahtiyanci, 1962; Campbell y Sim,
1994; Barr, 2001) lo que causo6 confusion dentro de la literatura cientifica.

5.2.1 Multiples nombres para O. brassicae

La primer descripcién de O. brassicae fue realizada en 1878 por Woronin (1878), quien
lo descubrié accidentalmente en células de la epidermis de raices de Brassica oleracea
var. capitata (repollo) al intentar descubrir la causa de la hernia de la col. Woronin llamo
a su descubrimiento Chytridium brassicae y describié sus caracteristicas principales:
tubos de descarga, zoosporas esféricas y esporas de reposo de aspecto estrellado.
Mas adelante en 1886 Dangeard observé que estas caracteristicas junto con el ciclo de
vida parasitico de C. brassicae se correspondia con propiedades de especies
pertenecientes al género Olpidium y de esta manera lo reclasifico dentro de dicho
género manteniendo el nombre brassicae (Dangeard, 1886).

En 1893 de Wildeman (1893) propuso el nombre O. borzii para un hongo hallado en las
raices de repollo y Capsella bursa-pastoris (otro miembro de Brassicaceae) y denomind
Asterocystis radicis a otro hongo observado en diversas plantas hospedadoras
pertenecientes a Brassicaceae y a Poaceae (gramineas) (de Wildeman, 1893).
Posteriormente de Wildeman modific6 el nombre de O. borzii a O. radiciolum para
reflejar que la forma de los tubos de descarga se asemejaban a insectos de la familia
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Curculionoidea (“radicicole” en francés) y porque el nombre O. borzii era muy similar a
O. borzianum (Jacobsen, 1943; Saccardo et al., 1888).

Un nombre que se popularizé en la bibliografia para Olpidium spp. fue A. radicis,
debido al aspecto estrellado de las esporas de reposo que son facilmente reconocibles.
Bajo este nombre el hongo fue observado y descrito en la Argentina (Girola, 1920),
Canada (Koch, 1935; Vanterpool, 1930) y Europa occidental (Guyot, 1927; Marchal,
1901). Sin embargo, debido a que el nombre Asterocystis era utilizado en especies de
algas, Pascher propuso cambiar el género a Olpidiaster para reflejar la morfologia del
hongo y evitar confusion (Pascher, 1917). Pero esta nomenclatura fue rechazada por
Karling (1937) porque el nombre del género de algas se escribe “Asterocytis” en lugar
de “Asterocystis”. Sin embargo, otro género de hongos llamado Astrocystis habia sido
establecido en 1873 (Arwidsson, 1938) por lo que, independiente de la ortografia,
resultd necesario cambiar el nombre Asterocystis.

En 1939 Sampson propuso cinco nombres de especies como sinénimos para O.
brassicae: C. brassicae, O. borzii, Asterocystis radicis, O. radicicolum, y Olpidiaster
radicis (Sampson, 1939) basandose en comparaciones morfologicas de zoosporas y
esporas de reposo de diversas muestras de raices de O. brassicae provenientes de
raices de argostis (familia Poaceae), coliflor (Brassica oleracea), repollo (Brassica
oleracea var. capitata) y nabo (Brassica x napobrassica). Este concepto fue aceptado y
confirmd el entendimiento general de la fisiologia, morfologia, patogenicidad y
especificidad por el hospedante de O. brassicae. Dos nombres propuestos por Barr en
su monografia publicada en 1980, P. brassicae y P. virulentus, se volvieron sindnimos
de O. brassicae.

Con el avance de las técnicas de secuenciacion se logro realizar un analisis molecular
que permitio distinguir las especies del género Olpidium.

5.2.2 Olpidium spp. en la era molecular

Jiang y Hiruki (1996) realizaron analisis por PCR-RFLP de Olpidium spp., lo que les
permiti6 diferenciar O. bornovanus de O. brassicae pero no dejaron registros
disponibles de las secuencias obtenidas. En 1998 otro grupo de investigacion incluyo
en su estudio de Polymyxa spp. informacion de una secuencia de DNA ribosomal de O.
brassicae (Ward y Adams, 1998), informacion que luego fue utilizada para construir un
arbol filogenético que sugeria que el aislamiento utilizado por Ward y Adams se trataba
de O. virulentus (Hartwright et al, 2010).
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Sasaya y Koganezawa (2006) se enfocaron en aislamientos de Olpidium spp. aislados
de diversos hospedantes demostrando la existencia de claras diferencias filogenéticas
entre O. brassicae, O. virulentus y O. bornovanus basandose en las diferentes
longitudes de secuencia de un espaciador transcrito interno (ITS, Internal transcribed
Spacer; Sasaya y Koganezawa, 2006). Estas diferencias junto con otras que incluian
sexualidad, morfologia y especificidad por el hospedante les permitieron concluir que
se trataba de especies distintas.

Basandose en este trabajo, un grupo espanol (Herrera-Vasquez et al., 2009) desarrolld
una PCR multiplex capaz de detectar e identificar O. bornovanus, O. brassicae y O.
virulentus a partir de mezclas artificiales, lo que les permitié a su vez demostrar que O.
virulentus y O. bornovanus pueden coinfectar simultaneamente la misma planta,
mientras que O. brassicae no posee esta capacidad. Ademas, esta ultima especie solo
se observo en raices de repollo y brocoli (Brassica oleracea var. italica). Los cebadores
desarrollados por Herrera-Vasquez et al. fueron utilizados en este trabajo de tesis.

Debido a todas estas recategorizaciones y cambios en los nombres de las especies en
la bibliografia citada se pueden encontrar los diversos nombres con los que se ha
referido a Olpidium spp.

La secuenciacion masiva permitié verificar las elevadas proporciones en las que O.
brassicae y otras especies pertenecientes a Olpidium spp. conforman comunidades
fungicas dentro de raices o rizosferas (Lay et al., 2016; Tkacz et al., 2015).
Actualmente podemos afirmar que O. brassicae infecta principalmente a plantas
pertenecientes a la familia Brassicaceae y no actua como vector viral. Por otro lado, O.
virulentus es capaz de invadir las raices de multiples especies vegetales excluyendo a
los miembros de Brassicaceae y actua como vector de virus vegetales (Lay et al,
2018).

5.3 Transmision de virus por Olpidium spp.

Existen muchos virus capaces de ser transmitidos por Olpidium spp. El proceso de
adquisicién puede ser in vivo, ingresando la particula viral al interior de la espora, o
bien in vitro, al adherirse el viridbn a la superficie de la pared del hongo (Webster y
Weber, 2007).
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Por ejemplo, tobacco necrosis virus A (TNV, virus RNA positivo perteneciente al género
Alphanecrovirus, familia Tombusviridae) y cucumber necrosis virus (CNV, virus RNA
positivo del género Tombusvirus, familia Tombusviridae) son adquiridos in vitro por
esporas de O. brassicae y O. bornovanus, respectivamente. Las particulas virales son
adsorbidas por la membrana de la zoospora e ingresan a la cubierta flagelar, que es
continua con la membrana (Temmink et al., 1970). La unién ocurre entre la cubierta
viral y moléculas especificas de la superficie de la zoospora (Kakani et al., 2003;
Rochon et al., 2004). En el enquistamiento, cuando el flagelo es incorporado dentro de
la zoospora, las particulas virales son introducidas al citoplasma de la zoospora y luego
transmitidas a la planta.

Para el caso de TNV se demostrdé que la adquisicion es in vitro en 1966. Se tomaron
tanto raices secas como frescas conteniendo tanto Olpidium como TNV. Se tratd este
material con HCL 5N y se observé que luego de este bafo acido ninguna de las
muestras resultdé capaz de transmitir el virus a pesar de que las esporas sobrevivieron.
Esto indica que TNV no se encuentra dentro de la espora, ya que la doble pared
deberia haberlo protegido. TNV se adhiere a la superficie de la espora de resistencia y
esta union (o bien la particula viral en si) es degradada al tratarse el material con acido
fuerte concentrado (Campbell y Fry, 1966).

En contraste, lettuce big vein virus (LBVV) es adquirido in vivo y se encuentra en el
interior de las zoosporas que emergen de las esporas de reposo (Campbell, 1996). El
virus es capaz de persistir dentro de esporas de reposo durante 18-20 afios (Grogan et
al., 1958, Campbell, 1985).

5.3.1 Antecedentes de transmision de ophiovirus por Olpidium
spp.

A lo largo del siglo XXI distintos grupos de trabajo han determinado que Olpidium
virulentus es capaz de transmitir 5 de los 6 miembros de esta familia (Dorst, 1975;
Campbell y Lot, 1996; Lot et al., 2002; Morikawa et al., 1997; Shands et al., 2017).

En 1975 van Dorst determind la transmisién por suelo de la enfermedad freesia leaf
necrosis (Dorst, 1975), mas de tres décadas antes de que freesia sneak virus (FreSV)
fuera identificado como agente causal de esta enfermedad (Vaira et al., 2006). El
experimento de van Dorst consistié en tomar distintas muestras de suelo de plantas
provenientes de 9 viveros y colocar en ellas plantas de freesias libres de
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enfermedades. Este experimento demostrd la transmision por suelo de la enfermedad
encontrando O. brassicae en las muestras de suelo.

En 1996 Campbell y Lot demostraron la capacidad de O. brassicae de transmitir tanto
lettuce big vein virus (LBVV) como LBVV junto con el agente causal de lettuce ring
necrosis (LRNA). A partir de plantas de L. sativa con sintomas de la enfermedad
big-vein recolectadas de distintos lugares lograron demostrar la transmision tanto de
LRNA como de LBVV por suelo. También utilizaron raices de estas plantas para
establecer cultivos del hongo a partir de un unico esporangio (Campbell, 1988).
Brevemente, mediante recolecciéon del agua proveniente de lavado de raices y su
posterior observacion al microscopio se selecciona un unico esporangio a partir del cual
se establece una poblacién en las raices de una planta hospedadora compatible. Los
investigadores lograron transmitir ambos agentes causales a plantines sanos de L.
sativa a partir de un unico esporangio, demostrando que O. brassicae es el vector de
transmision de estos virus. Mas adelante el trabajo de Sasaya y Koganezawa (2006)
demostré que la especie de Olpidium capaz de transmitir LBVV es O. virulentus.

En 2017 se realizaron ensayos en blueberry mosaic associated virus (BluMaV),
encontrandose que O. virulentus puede transmitir este virus entre plantas de Vaccinium
corymbosum L (arandano) (Shands et al., 2017). En la Figura 5 se esquematiza el
ensayo de transmision; brevemente, se regaron grupos de plantines de arandano con
el agua que eluye de las macetas al regar plantas de arandano denominadas “fuente”.
Se ensayaron 3 grupos de plantas: el primer grupo consistié en plantas de arandano
libres de enfermedades que presentaban O. virulentus en sus raices. En el segundo se
usaron plantas infectadas con BluMaV pero que no fueron colonizadas por O. virulentus
en sus raices. En el tercer grupo se usaron plantas infectadas con BluMaV con
presencia de O. virulentus en sus raices. Cuando se analizé la presencia de BluMaV en
hojas de todos los plantines a los que se regd con el agua eluyente, solo se detectd en
aquellos que fueron regados con agua proveniente de las macetas del tercer grupo,
demostrando que el vector de BluMaV era O. virulentus.
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Figura 5: Esquema del ensayo de transmision de BluMaV realizado por Shands et al. (2017).

Por ultimo, se reporta transmision por O. brassicae de tulip mild mottle mosaic virus
(TMMMV). Los investigadores colocaron bulbos de tulipanes libres de enfermedades en
campos con tulipanes que presentaban la enfermedad (infectados con TMMMV) y
Olpidium spp. y observaron su transmisién (Morikawa et al., 1997).

Hasta el momento para CPsV so6lo se reporta el trabajo de Palle et al. (2005) en Texas
(EEUU). Los investigadores tomaron muestras de raices de citricos de campo con
sintomas compatibles con psorosis y observaron la presencia de un gran numero de
estructuras similares a los talos caracteristicos de Olpidium spp. dentro de las células
radiculares. La presencia de CPsV en estos arboles fue confirmada por ELISA y
RT-PCR, detectando CPsV en las raices de los arboles sintomaticos. Recolectaron
esporangios a partir de la molienda en agua destilada de muestras secas de raices

126



proveniente de estas plantas infectadas y concentraron las esporas mediante
centrifugacion a 9000 rpm. El grupo de trabajo fue capaz de detectar CPsV en estos
concentrados mediante RT-PCR.

Luego evaluaron la transmisién de CPsV a plantines de C. sinensis (variedad Madame
Vinous, MV) colocando éstos en tierra que contenia raices de campo infectadas con
CPsV. En paralelo colocaron plantines en medio liquido y los inocularon con zoosporas
obtenidas de raices infectadas con CPsV. Al cabo de tres meses no detectaron CPsV
por RT-PCR ni ELISA en estos plantines. En este trabajo, los investigadores soélo
pueden concluir que existe una asociacidon entre un hongo con caracteristicas
coincidentes con Olpidium spp. y CPsV. Si bien detectan CPsV en un extracto de raices
conteniendo esporas provenientes de citricos infectados, los experimentos no
determinan que se trate de Olpidium spp. ni que el virus se encuentre dentro de estas
esporas. Tampoco demuestran transmision por suelo ni por las esporas observadas.

Estos antecedentes reportan evidencia de transmisién mediada por O. virulentus de

MLBVV, LRNV, FreSV, BluMaV, y TMMMV. Esto s6lo deja a CPsV y ranunculus white
mottle virus sin vector de transmision conocido.
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5.4 Objetivos

5.3.1 Determinar la presencia de Olpidium spp. en raices de Poncirus trifoliata, Citrus
lemon y los hibridos Citrus sinensis L. (naranjo dulce Pineapple, NDP) y Citrange troyer

5.3.2 Determinar si zoosporas de Olpidium spp extraidas de raices de arboles
infectados con CPsV son capaces de adquirir CPsV .

5.3.3 Determinacién de la transmision de CPsV a P. trifoliata mediada por Olpidium spp.

5.5 Hipotesis

5.4.1 Olpidium spp. es capaz de infestar raices de Poncirus trifoliata.
5.4.2 Olpidium spp. es capaz de infestar raices de Citrus lemon.

5.4.3 Olpidium spp. es capaz de infestar raices del hibrido Citrus sinensis L. (naranjo
dulce Pineapple, NDP).

5.4.4 Olpidium spp. es capaz de infestar raices del hibrido Citrange troyer.
5.4.5 Olpidium spp. es capaz de adquirir CPsV in vivo.

5.4.6 Olpidium spp. es capaz de transmitir CPsV a las raices de Poncirus trifoliata.
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5.6 Resultados

5.6.1 Presencia de Olpidium spp. en raices de Citrus lemon,
Poncirus trifoliata, Citrus sinensis L.y Citrange troyer

5.6.1.1 Optimizacién del procedimiento de extraccion de zoosporas y su
deteccion

Como control positivo y para optimizar la técnica de PCR para la deteccion de Olpidium
spp., se usaron aislamientos locales del hongo presentes en plantas de L. safiva
(variedad criolla) recolectadas de la zona horticola de La Plata, Provincia de Buenos
Aires, que presentaban sintomas de big-vein (Lot et al., 2002). La presencia de MLBVV
en las hojas de estas plantas fue confirmada por RT-PCR (Barcala Tabarrozzi et al.,
2010) indicando que el vector O. virulentus debia estar presente en sus raices.

Para evaluar la presencia de Olpidium spp. en dichas raices se realizaron extracciones
de DNA total a partir de raicillas seleccionadas aleatoriamente. En estas extracciones la
concentracion de DNA de Olpidium spp. resulté insuficiente para ser detectado por la
técnica de PCR (Capitulo Materiales y Métodos). Esto se debe a que la distribucién del
hongo en las raices es heterogénea. Por lo tanto, fue necesario realizar una seleccion
del material de partida para las extracciones de DNA mediante observaciones al
microscopio Optico sin tincibn como se muestra en la Figura 6. Se tomaron sélo
aquellas raicillas en las que se observaron estructuras similares a talos dentro de las
células (Figura 6B).
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Figura 6: (A) Raices de una planta de L. sativa sana, observandose las células oblongas sin
contenido visible. (B) Raices de L. sativa colonizada por O. virulentus. La flecha roja sefala
células conteniendo talos con contenido de aspecto granular. La flecha azul sefala células
conteniendo multiples zoosporas que pueden ser liberadas al medio (microscopio optico,
aumento 10x).

Para la deteccion de Olpidium spp. en estos extractos se utilizaron los cebadores ya
mencionados disenados por Herrera-Vasquez et al. (2009). Se trata de cebadores que
hibridan en un ITS disefiados de manera tal que permiten distinguir entre O. virulentus,
O. bornovanus y O. brassicae (como se describe en el Capitulo Materiales y Métodos).
Como se muestra en la Figura 7 la reaccion amplificé un unico fragmento del tamafio
esperado para la especie O. virulentus (579 pares de bases). Para confirmar este
resultado, el fragmento obtenido por PCR fue secuenciado confirmando que se trataba
de O. virulentus (secuencia almacenada en la base de datos de NCBI, presentando un
porcentaje de identidad del 99,81% y un e-value menor a e®).
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Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR a partir de extractos de DNA
total de raicillas de L. sativa que presentaban talos en sus células (muestras M1 y M2) y el
control negativo correspondiente a DNA total extraido de raices de L. sativa sanas (C-).

Para utilizar esta fuente de O. virulentus como control positivo fue necesario multiplicar
el hongo. Para eso se colocaron 5-10g de tierra con raicillas en macetas de 500 mL,
completando el volumen con sustrato comercial esterilizado dos veces consecutivas en
autoclave y colocando en ellas plantulas de L. sativa, variedades criolla y morada. Se
observd que la variedad morada presentaba sintomas de big-vein mas intensos, su
crecimiento se vio disminuido y se notd que en sus raices se encontraba mayor numero
de talos que en las muestras provenientes de la variedad criolla. Por esto se continud
con plantines de esta variedad como control positivo para O. virulentus.

Se aplicé el mismo procedimiento de seleccion en base a observaciones con
microscopio optico sin tincion a muestras de raices de citrico recolectadas del campo
de la Empresa Ayui en Concordia, Entre Rios. Se trata de arboles de una variedad de
C. sinensis (naranja verano, NV) injertados sobre un pie de C. troyer. A pesar de
seleccionar las raicillas mas jovenes y delgadas, cuando se realizaron las
observaciones se encontrd que las paredes de sus células se encontraban lignificadas,
lo que sélo permitié la observacion del contenido celular en aquellas células de la
epidermis que se encontraban en crecimiento activo en la porciéon de la raiz sin
depdsito de lignina, como se muestra en la Figura 8. Debido a esto, la cantidad de
material seleccionada fue muy baja y de las extracciones no se obtuvo suficiente DNA
como para la deteccion de Olpidium spp.
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Figura 8: Observacion al microscopio optico de raices de P. trifoliata recolectadas del campo de
la Empresa Ayui, Concordia, Entre Rios. Flecha roja: células epiteliales de raiz con talos de
contenido de aspecto granular en su interior. Flecha azul: células de la raiz lignificadas donde no
se puede visualizar el contenido celular (aumento 10x).

Por este motivo se aplicé un protocolo para concentrar zoosporas a partir de raices
colonizadas por Olpidium spp., modificado de Herrera-Vasquez et al. (2009), que se
esquematiza en la Figura 9. Para esto se utilizaron las raices de plantas de NDP, Citrus
lemon (limdn rugoso, LR), C. troyery P. trifoliata cultivadas en invernaculo.
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Figura 9: Esquema del procedimiento aplicado para la extraccién y concentracion de zoosporas.

Como se muestra en la Figura 10 se colocaron entre 15 y 50 g de raices de citrico
frescas y en activo crecimiento en tubos falcon de 50mL conteniendo una solucién de
glicina (0.05M) y sacarosa (1% p/v) (solucion GLISAC). Los tubos se mantuvieron a

4°C y en agitacion a 70 rpm durante 8-12 horas.
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Figura 10: Seleccion de raices jovenes y concentracion de zoosporas de Olpidium spp. A: raices
de NDP expuestas al aire. B: muestras de raices de NDP en solucion GLISAC, en agitacion.

Posteriormente se retiraron las raices y se realizaron 1 6 2 centrifugaciones a 2000 xg
durante 5 minutos, dependiendo del aspecto del sobrenadante (turbidez y color). El
sobrenadante contiene zoosporas, restos de tejido y de células en suspensidon mientras
que el sedimento, que es descartado, contiene fragmentos de raiz (mayoritariamente
lignificadas) y tierra que se desprendio de ellas debido a la agitacion. Para concentrar
las zoosporas el sobrenadante fue centrifugado a 7200 xg durante 3 horas.

Se obtuvieron sedimentos como el que se muestra en la Figura 11. Se realizaron
observaciones al microscopio optico de alicuotas de los distintos sedimentos obtenidos
donde se visualizaron restos de tierra, sin observarse estructuras similares a
esporangios, esporas de resistencia ni zoosporas flageladas. Aun asi, a partir de estos
concentrados de zoosporas se realizaron extracciones de DNA y RNA total para
analizar la presencia de Olpidium spp. y de CPsV mediante las técnicas de PCR y

RT QPCR, respectival nente.
\ |

Figura 11: Sedimento conteniendo zoosporas.
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Es importante sefalar que a lo largo de estos experimentos soélo se detectdo O.
virulentus en las raices de las plantas analizadas (tanto citricos como ambas
variedades de L. sativa) sin detectar en ninguna de ellas las especies O. bornovanusy
O. brassicae.

5.6.2 Adquisicion de CPsV por zoosporas de Olpidium spp.

Se confirmo la presencia de Olpidium spp. en todos los concentrados de zoosporas
obtenidos mediante extraccion de DNA y reaccién de PCR con los cebadores ya
mencionados. Para determinar la capacidad de estas zoosporas de adquirir CPsV es
necesario evaluar la presencia del virus en dichos concentrados.

Se debe tener en cuenta que en estos concentrados también pueden encontrarse
células radiculares enteras que podrian contener virus. Teniendo en cuenta esto, en la
Figura 12 se esquematizan los posibles contenidos del sedimento. La deteccion de
CPsV podria darse tanto por la presencia del virus dentro del esporangio como también
en células epiteliales enteras, pero no en restos celulares debido a la inestabilidad de
los viriones y RNAs virales en estas condiciones. Por lo tanto, para discriminar entre
estas situaciones se determind la presencia de células radiculares enteras en los
sedimentos de zoosporas analizando la integridad de mRNAs de genes conservados y
de expresidn constante en células vegetales (genes housekeeping) en todos los
extractos de RNA del concentrado de zoosporas.
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Figura 12: Esquema de los cuatro distintos contenidos posibles en extractos de zoosporas
concentrados (ECR, EC, ER y CR).

Como se ha mencionado, las especies citricas se cultivan sobre un pie o patrén. En la
region del NEA se usan trifoliados como P. trifoliata y C. troyer. Para abarcar diferentes
especies de citricos y patrones, se realizaron extractos de zoosporas de 10 plantas. 3
individuos sanos: 1 NDP, 1 LR y 1 P. trifoliata; 5 infectados por injerto con CPsV 90-1-1:
1 NDP, 2 LR, 1 P. trifoliata y finalmente 2 infectados por injerto con CPsV 243-7 1 NDP
y 1LR.

Cada muestra de concentrado de zoosporas se dividié en 2 partes iguales para realizar
las extracciones de DNA y RNA total con el fin de determinar la presencia de
zoosporas, CPsV y células vegetales enteras. Para el caso de la determinacion de
células enteras se usaron los cebadores de tres genes de housekeeping: actina,
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) y ubiquitina (Boava et al., 2011)
para la sintesis de cDNA y PCR.

Brevemente, la actina tiene un rol fundamental estructural en células eucaridticas,
ademas de ser necesaria para multiples procesos celulares como la forma de la célula,
permitir su desarrollo y movimiento, expresién génica, transduccién de sefiales y
respuesta a estrés bidtico y abiético. GADPH es una enzima catalitica involucrada en el
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proceso de glicdlisis, presente en el citoplasma. Ubiquitina es una proteina regulatoria
de tamafio pequefio que se encuentra en la mayoria de los tejidos de organismos
eucariontes, de lo que deriva su nombre (Nelson y Cox, 2017).

Un resultado positivo de la reaccion de PCR para cualquiera de estos tres genes indica
la presencia de células enteras dentro del concentrado de zoosporas, ya que la
estabilidad de los mMRNAs celulares es muy baja fuera de la célula y es aun menos
estable en las condiciones de la muestra de tierra por su contenido de RNAsas.

En estos ensayos se detecté O. virulentus en todas las muestras de concentrados de
zoosporas analizadas, indicando que el hongo es capaz de colonizar raices de las
especies e hibridos de citricos utilizados en estos experimentos. De todas estas
muestras en solo 4 de ellas se detectd tanto O. virulentus como CPsV sin detectarse
ninguno de los tres genes housekeeping (Figura 12, tipo de muestra ER). Los
resultados se encuentran resumidos en la Tabla 1 y la Figura 13.

Tabla 1: Resultados de la deteccion de CPsV y genes housekeeping a partir de extractos de RNA
total de concentrado de zoosporas.

Muestra | NDP (sano) LR P. trifoliata LR NDP

CPsV (RTgPCR) - + + + +
GADPH - - - - -
ACTIN - - - - -

uQ - - - - -
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Figura 13: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de RT-PCR a partir de extractos de
RNA total de concentrado de zoosporas, las flechas sefialan los fragmentos obtenidos. A:
RTqPCR realizada con cebadores especificos de CPsV. B: RT-PCR realizada con cebadores UQ
(los demas genes housekeeping arrojaron el mismo resultado). Las calles corresponden a
extractos de zoosporas de raices de: NDP: NDP sano. LR PsA: LR infectado con CPsV 90-1-1.
P. t. PsA: P. trifoliata infectado con CPsV 90-1-1 (muestra positiva por RTqPCR, aunque en esta
imagen no se visualiza la banda con bromuro de etidio). Pb100: marcador de peso molecular, la
banda sefialada corresponde a 500 pb. LR PsB: LR infectado con CPsV 243-7. NDP PsB: NDP
infectado con CPsV 243-7. C+: control positivo. C-: control negativo realizado con agua en lugar
de DNA molde.

CPsV no es capaz de permanecer estable fuera de la célula vegetal a temperatura
ambiente en un extracto de tejido vegetal, probablemente debido al alto contenido de
RNAsas celulares que se vuelcan en el extracto y a la inestabilidad de las particulas
virales de CPsV frente al ataque de nucleasas (Garcia et al., 1991). Lo mismo ocurre
con las especies de mRNAs celulares liberados al romperse la célula. Aun asi, para
confirmar la inestabilidad de estos RNAs en esas condiciones,se realizé un ensayo
control partiendo de un concentrado de esporas proveniente de una planta sana al que
se le agregd 1 ug de RNA total de material vegetal proveniente de hojas de un NDP
infectado con CPsV 90-1-1. El resultado de la RTqQPCR de CPsV fue negativo,
mostrando que el RNA viral, o sus fragmentos, bajo estas condiciones es muy
inestable.
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5.6.2 Transmisiéon de CPsV mediada por concentrados de
zoosporas de O. virulentus

Para determinar la capacidad de Olpidium spp. de transmitir CPsV a plantas sanas, se
realizaron 2 ensayos. En el ensayo 1 se utilizd un inéculo de O. virulentus concentrado
de la manera descrita extraido de raices de plantas infectadas con CPsV. En el ensayo
2, basado en el trabajo de Shands et al. (2017), se regaron plantines sanos con el agua
que cuela de macetas conteniendo plantas infectadas con CPsV.

Es importante sefialar que al momento de realizar los concentrados de zoosporas se
tomaron raices de NDPs certificados libres de enfermedades generosamente cedidos
por el grupo de trabajo del INTA-Concordia, Entre Rios, que fueron mantenidos en
invernaculo y cultivados en sustrato previamente esterilizado. Se esperaba que las
raices de estas plantas se encontraran libres de Olpidium spp. Sin embargo, en todos
los citricos analizados en este trabajo de tesis se detectd la presencia de O. virulentus.

Por esto, en los ensayos de transmisién descritos a continuacion no se conté con una
planta infectada con CPsV pero sin la presencia de O. virulentus en sus raices. Una
planta de estas caracteristicas constituye el control necesario para determinar que O.
virulentus es el vector de transmision de CPsV y descartar a cualquier otro posible
agente de transmision presente en el sustrato.

5.6.2.1. Ensayo 1 de transmision

Se decidio evaluar la capacidad de los concentrados de O. virulentus para transmitir
CPsV. Estos se obtuvieron repitiendo el procedimiento descrito para la concentracion
de esporas a partir de nuevas muestras de NDP, LR, C. troyer y P. trifoliata (plantas
fuente). Todas las plantas fuente seleccionadas para este ensayo para la extraccion y
concentracion de zoosporas habian sido evaluadas previamente y habia sido
confirmada la presencia de O. virulentus en sus raices.

Se obtuvieron concentrados provenientes de plantas sanas, plantas infectadas con
CPsV 90-1-1 y plantas infectadas con CPsV 243-7. Se colocaron los concentrados en
contacto directo con las raices de plantines de P. trifoliata de 4 meses de edad durante
12 horas (Figura 14).
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Figura 14: A: Raices de P. trifoliata en contacto con sedimento concentrado de zoosporas de
Olpidium spp. B: Plantines de P trifoliata cuyas raices se encuentran en contacto con
concentrado de zoosporas de Olpidium spp. Las muestras se separaron en bandejas conteniendo
plantines inoculados con extractos de plantas sanas, plantas infectadas con CPsV 90-1-1 y
plantas infectadas con CPsV 243-7.

Luego de transcurridas 12 horas se agrego sustrato comercial esterilizado 2 veces
consecutivas en autoclave a cada tubo y se perford el fondo para permitir el drenaje de
las aguas de riego. Al cabo de 2 semanas se traslado el contenido de cada tubo a
macetas de plastico individuales de 500 mL. Se completé este volumen con sustrato
comercial esterilizado 2 veces consecutivas en autoclave, colocandolo alrededor del
contenido del tubo.

En total se utilizaron 23 plantines: 9 inoculados con concentrados de zoosporas
provenientes de 2 plantas sanas certificadas libres de enfermedades (grupo de
muestras S), 6 inoculados con concentrados provenientes de 3 plantas infectadas con
PsA (grupo A) y 8 inoculados con concentrados provenientes de 3 plantas infectadas
con PsB (grupo B).

Estos plantines fueron regados con agua destilada dos veces por semana y nutridos

con el producto comercial bas-foliar cada 21 dias. Se mantuvieron durante 6 meses
antes de ser analizados.

140



Para determinar la presencia de CPsV en los plantines se realizaron extracciones de
RNA total y analisis por RTQPCR en raiz y hoja. Para determinar la presencia de
Olpidium spp. en raiz se realizaron concentraciones de zoosporas, extracciéon de DNA 'y
PCR de la manera ya descrita.

Se obtuvo por PCR el fragmento de DNA del tamafio correspondiente a O. virulentus
en todas las muestras de plantines y se detect6 CPsV en dos de las muestras de
concentrado de zoosporas. Una de ellas pertenece al grupo de muestras B en la que
también se detectd el gen de Ubiquitina del citrico, indicando presencia de células
enteras de raiz en el concentrado (Figura 13, tipo de muestra ECR) y no se detectd
CPsV en tejido foliar ni de raiz en esta planta.

La segunda muestra de concentrado de zoosporas donde se detecté CPsV se obtuvo
al combinar los extractos de zoosporas suspendidas en solucion GLISAC de muestras
correspondientes al grupo A y al grupo B. Esta muestra se proceso de esta manera
debido al bajo volumen de extracto en solucion GLISAC. En esta muestra (denominada
A/B) se detectd CPsV y no se detectaron los genes de housekeeping, indicando
ausencia de células enteras de raiz (Figura 13, tipo de muestra ER). No se detecto
presencia de CPsV en el material foliar o de raiz de ninguno de los plantines
colonizados por Olpidium spp., por lo que no hubo evidencia de transmision del virus.

Este resultado indica que CPsV probablemente se haya encontrado en el interior de las
esporas de O. virulentus, lo que sugiere que el hongo puede adquirir CPsV, como lo
hace con otros ophiovirus, pero no se obtuvo evidencia de su transmision.

5.6.2.2. Ensayo 2 de transmision

Para este ensayo se utilizaron como fuente de Olpidium spp. 3 de las plantas referidas
en la Tabla 1 (plantas fuente), en las que la presencia de O. virulentus habia sido
confirmada por extraccion y concentracién de zoosporas y posterior extracciéon de DNA
total y PCR. Por otro lado se prepararon 4 almacigos de P. trifoliata de 4 meses de
edad. Estos almacigos fueron regados con el agua que cuela del riego de las plantas
fuente, como se esquematiza en la Figura 15.
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10 plantines 14 plantines 12 plantines 18 plantines

Figura 15: Esquema de riego del ensayo 2 de transmision de CPsV por Olpidium spp.

Cada almacigo fue regado 2 6 3 veces por semana durante 6 meses con el agua que
cuela de la maceta al regar la planta fuente correspondiente. Los almacigos fueron
mantenidos sobre rejilla metalica (Figura 16) para evitar el ingreso por capilaridad de
otra fuente de agua.

Los almacigos utilizados fueron:

e Almacigo C (control sin Olpidium y sin CPsV), conteniendo 10 plantines que
fueron regados con agua corriente.

e Almacigo S (control sin CPsV), con 14 plantines que fueron regados con el agua
de riego que cuela de la maceta de un NDP sano (planta fuente S).

e Almacigo A, con 12 plantines regados con el agua que cuela de la maceta de un
LR infectado con CPsV 90-1-1 (planta fuente A).

e Almacigo B con 18 plantines regados con el agua que cuela de un NDP
infectado con CPsV 243-7 (planta fuente B).
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Figura 16: De izquierda a derecha, almacigos S, A y B con plantines de P. trifoliata regados con
el agua que cuela del regado de plantas sanas e infectadas con CPsV 90-1-1 y CPsV 243-7,
respectivamente.

Al cabo de dos semanas de iniciado el experimento cada plantin fue trasladado a una
maceta individual de 500 mL donde se completd este volumen con sustrato comercial
esterilizado dos veces consecutivas en autoclave y se mantuvo la modalidad de riego
durante 6 meses. Luego, durante la semana anterior a la toma de muestras todos los
plantines fueron regados con agua corriente para asegurar que las detecciones de
CPsV y Oilpidium spp. no fueran contaminadas por material presente en el agua
proveniente de las plantas fuente, como podrian ser restos de tejido o células enteras
infectadas con CPsV.

Luego de 7 dias de riego con agua corriente se realizaron extracciones de RNA total en
muestras de material foliar joven y secciones de raiz para determinar la presencia de
CPsV. Se obtuvieron y analizaron los extractos de concentrados de zoosporas de
muestras de raiz de cada uno de los plantines, confirmando la presencia de O.
virulentus en todos los plantines, excepto en 8 de los 10 plantines del grupo C.

Cuando se analiz6 la presencia de CPsV en las mismas muestras de concentrado de
zoosporas, solo una muestra correspondiente al grupo A fue positiva para CPsV. En
esta muestra no se detectaron los mMRNA de los genes housekeeping de citrico,
indicando ausencia de células enteras de raiz por lo que se evidencia la adquisicion del
virus por O. virulentus. Sin embargo, no se evidencio transmision, ya que no se detectd
a CPsV en el material foliar o en la raiz de este plantin ni en el resto de los plantines,
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Como ya se menciond, en estos ensayos no se contd con una planta infectada con
CPsV pero sin la presencia de O. virulentus en sus raices. Una planta de estas
caracteristicas constituye el control necesario para determinar que O. virulentus es el
vector de transmisidon de CPsV y descartar a cualquier otro posible agente de
transmision presente en el sustrato.
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5.7 Discusion

En total en este trabajo de tesis se analizaron las raices de 64 citricos e hibridos de
citricos. Se contd con plantas tanto de campo como de invernaculo y vivero, y se
incluyeron diversas variedades e hibridos de citricos. En ninguna de ellas se detect6 a
las especies O. bornovanus ni O. brassicae, indicando que éstas no son capaces de
invadir células de raiz de citrico, o que al menos no estan presentes en proporcion
suficiente para que la técnica de PCR aplicada permita detectarlas. Este resultado es
coincidente con los antecedentes del resto de los ophiovirus (excepto RWMYV, para el
cual no hay estudios), para los cuales esta demostrado la colonizacién de O. virulentus
en las plantas hospedantes, ademas de ser el vector de transmision..

Olpidium spp. se encuentra presente en los suelos utilizados para la produccidn
citricola en distintas partes del mundo y antecedentes como los de Palle et al. (2005)
muestran la presencia de un hongo de morfologia similar en suelos de campo donde se
cultivan citricos. La bibliografia no reporta otro factor o parasito que sea capaz de
infectar raices que comparta estas caracteristicas con Olpidium spp., lo que refuerza la
hipotesis de que éste seria el vector de transmision.

En los experimentos realizados en esta tesis se analizé la presencia de CPsV y de
células enteras en concentrados de zoosporas. En 5 muestras se encontro la situacion
sefialada como ER en la Figura 12, es decir, se encontro presencia de O. virulentus sin
detectar mRNAs de genes de housekeeping indicando ausencia de células enteras. En
4 de estas muestras se detecté a CPsV (la muestra restante provenia de una planta
sana certificada libre de enfermedades), indicando que los viriones debian estar
asociados a algun factor del medio ya que estas particulas virales son sumamente
inestables fuera de la célula. La ausencia de mRNAs de los genes de housekeeping
indican que CPsV no se encuentra dentro de células vegetales enteras que podrian
haberse desprendido de la raiz durante el proceso de concentracién de zoosporas.

En el Ensayo 1 de transmision la inoculacion de los plantines fue realizada con un solo
inéculo de concentrado de zoosporas al inicio del experimento. Estos plantines fueron
mantenidos durante seis meses siendo regados con agua corriente sin inocularse
nuevamente. Sabiendo que la infectividad del virus libre (sin asociarse a algun vector)
baja drasticamente al cabo de unos pocos minutos (Garcia et al., 1991), es muy poco
probable que hubiera sobrevivido fuera de las células de los plantines durante los seis
meses de duracion del ensayo. Si bien no se detecté CPsV en el material vegetal de
los plantines, los 2 resultados positivos se deben a la asociacion del virus a algun factor
del suelo que le otorgd proteccidon durante el transcurso del ensayo.
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En el Ensayo 2 de transmision se detectdé CPsV en el concentrado de zoosporas
obtenido de un unico plantin. Para este caso es muy poco probable que el resultado se
deba a células infectadas enteras provenientes de la planta fuente, ya que el plantin
habia sido regado con agua corriente durante los 7 dias previos a la toma de muestra.
Por lo tanto, este resultado sugiere fuertemente que CPsV se encontraba asociado a
algun factor del suelo que le brindaba estabilidad frente a nucleasas y proteasas
presentes en el medio.

Estos resultados sugieren fuertemente que la fuente de CPsV son las esporas de O.
virulentus y por ende que este hongo puede adquirir el virus. Sin embargo, los
resultados obtenidos no permiten afirmar esto de manera concluyente ya que no se
descarta la presencia de otros hongos o nematodos que pudieran adquirir el virus que,
si bien no se observaron, tampoco se buscaron mediante otros métodos de deteccion
que permitiria descartarlos.

En otros sistemas de estudio, incluyendo los realizados con los ophiovirus FreSV,
LRNV, MLBVV, TMMMV y BluMaV (Dorst, 1975; Campbell y Lot, 1996; Lot et al., 2002;
Morikawa et al., 1997; Shands et al., 2017) no se realizaron este tipo de analisis porque
la hipotesis fue confirmada con experimentos de transmision, id est, encontrando el
virus en la parte aérea de la planta y observando el desarrollo de la enfermedad de la
cual es el agente causal.

Nuevamente, en este trabajo de tesis no se contd con plantas de citrico que no posean
O. virulentus en sus raices, algo que hubiera sido necesario para reproducir el disefio
del experimento de Shands et al. (2017) y confirmar que O. virulentus es el factor de
transmision. Al momento de realizar los concentrados de zoosporas se tomaron raices
de NDPs certificados libres de enfermedades que fueron mantenidos durante todo su
desarrollo en invernaculo y cultivados en sustrato previamente esterilizado, esperando
no encontrar Olpidium spp. en estas muestras. Sin embargo, se detectd O. virulentus
en raices de todas las plantas analizadas provenientes de campo, invernaculo y vivero.

Adicionalmente en el ensayo de transmision 2 uno de los controles utilizados fue el
grupo de plantines C, que fueron germinados en medios libres de sustrato y
establecidos en sustrato comercial esterilizado dos veces consecutivas en autoclave y
aun asi se detectd presencia de O. virulentus en 2 de ellos (de un total de 10). Esto
indica que zoosporas o0, mas probable, esporas de resistencia de O. virulentus
sobrevivieron el proceso de esterilizacion del sustrato o bien se encontraban en el agua
de riego o en el material (macetas de plastico, almacigos) utilizado.
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Como ya se menciond, CPsV puede permanecer latente dentro de la planta durante
10-15 anos, por lo que los resultados negativos de los ensayos de transmision no son
concluyentes y las determinaciones de la presencia de CPsV deberan ser repetidas
mas adelante. Ademas, es menester destacar que existen diversas observaciones que
sefalan otros vectores de transmisién natural. La aparicion de nuevos arboles
enfermos en Uruguay, Texas (EEUU), Florida (EEUU) y Argentina ha sido aleatoria
(Danos, 1990), lo que coincide con el patrén de transmision de un vector alado.
También es necesario considerar que es posible que CPsV sea transmitido por otro
organismo. Se trae a colacidn como ejemplo el caso de los potyvirus, donde los
diferentes géneros de la familia Potyviridae se transmiten por diferentes vectores
(afidos, mosca blanca y otros, Whitfield et al., 2015), por lo que podria ser posible que
CPsV tuviera un vector de transmision distinto al del resto de los virus de la familia
Aspiviridae.
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5.8 Conclusiones

O. virulentus es capaz de colonizar raices de: C. sinensis (variedades NDP y
MV), C. lemon (LR) y P. trifoliata.

e No se encontré evidencia de que las especies O. bornovanus ni O. brassicae
sean capaces de colonizar raices de C. sinensis (variedades NDP y MV), C.
lemon (LR) ni P. trifoliata.

e Se sugiere fuertemente que CPsV es adquirido por zoosporas de O. virulentus.

e No se cuenta con evidencia de que O. virulentus sea vector de CPsV
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5.9 Perspectivas

Para demostrar que O. virulentus es el vector de transmisién de CPsV seria necesario
repetir el segundo ensayo de transmision de esta tesis agregando un control adicional
de una planta infectada con CPsV que no cuente con la presencia de Olpidium spp. en
sus raices. Durante el desarrollo de este trabajo de tesis, no se contd con plantas que
no presentaran O. virulentus en sus raices. Para obtener plantas de estas
caracteristicas es necesario tratar las semillas de partida con antifungico, germinarlas
en medio estéril y mantener las plantulas en condiciones que no permitan el acceso de
zoosporas o esporas de resistencia de O. virulentus. Cuando alcancen el tamano
suficiente los plantines deberian ser inoculados por injerto con CPsV. Si bien las
plantas recibidas de la EEA INTA-Concordia estaban cultivadas en sustrato
esterilizado, las condiciones bajo las cuales fueron mantenidas permitieron el ingreso
de O. virulentus a las macetas, o bien las condiciones de esterilizacion no fueron
suficientes para eliminar las esporas de resistencia.

Los citricos demoran mucho tiempo en desarrollarse, y para ser infectado por injerto un
plantin de NDP debe tener entre 12 y 18 meses de edad. Para poder replicar el ensayo
de Shands et al. (2017) seria necesario mantener una planta durante al menos un afio
en condiciones de, por ejemplo, hidroponia, lo que aseguraria que esporas de Olpidium
spp. nunca entren en contacto con sus raices. De esta manera se contaria con el
control necesario para determinar que el factor de transmisién es O. virulentus: una
planta infectada con CPsV pero sin Olpidium spp.. El agua que cuela del riego de esta
planta se utilizaria como agua de riego para plantines sanos y, de ser O. virulentus el
vector de CPsV, no se observaria transmision a los plantines.

También resulta de interés seguir evaluando los plantines de ambos ensayos de
transmision, ya que hasta el momento CPsV no fue detectado en sus hojas ni raices.
Se sabe que la enfermedad puede demorar afios en desarrollarse y la distribucion del
virus en la planta es heterogénea, por lo que seria necesario repetir las
determinaciones de presencia de CPsV en la parte aérea al cabo de al menos un afo.
Alternativamente, se puede tomar material de los plantines de P. trifoliata utilizados en
los ensayos de transmision para injertar NDPs sanos y asi estimular la multiplicacion
del virus en un citrico que posee un crecimiento mas vigoroso y es mas sensible a
CPsV que la especie utilizada. Luego de una poda y brotacidén se tomaria el material
foliar joven y se realizaria la deteccion de CPsV. Para realizar esta multiplicacion
primero es necesario permitir a los plantines de P. frifoliata alcanzar el tamafio
suficiente como para contar con suficiente material vegetal para realizar los injertos.
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Otro ensayo que permitiria determinar la transmisiéon de CPsV por O. virulentus seria
uno de transmision por unico esporangio, como el realizado por Campbell y Lot en

1996. Si bien se consider6 incluir este ensayo en este trabajo de tesis, no se contaba
con las herramientas para llevarlo a cabo.
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CONCLUSIONES
GENERALES

La concordancia (PABAK) entre resultados obtenidos por IB y RT-gPCR en el Capitulo
3 se encuentra dentro del rango interpretado como concordancia casi perfecta (20,8),
tanto para el caso del analisis de RT-gPCR vs IB como el de RT-gPCR vs S y O. Esto
quiere decir que la técnica de RT-qPCR es equivalente al IB para el diagndstico de la
enfermedad psorosis.

La presencia de resultados falsos positivos (tanto errores técnicos como infecciones
asintomaticas) al aplicarse la RT-qPCR demuestran que esta técnica es mas sensible
que el IB.

La ausencia de resultados falsos negativos por RT-gPCR demuestran que la técnica es
altamente especifica, como ya lo habia demostrado De Francesco et al., (2015).

En el analisis estadistico comparativo entre IB y RT-gPCR los valores de PV+ y PV-
adquirieron sus valores maximos, lo que indica que la técnica es altamente precisa.
Esto se debe a la ausencia de resultados falsos negativos y falsos positivos.

No se observd correlacion entre la carga viral e intensidad de sintomas en material
foliar de las plantas NDP de invernaculo utilizadas como indicadoras en el IB.

La RT-qPCR permite identificar la presencia especifica de CPsV, en contraste con el IB
que solo determina la presencia de una infeccion viral capaz de manifestar sintomas
comunes a los agentes pertenecientes al “grupo psorosis”.

151



La técnica de RT-gPCR ha sido valorada y validada como método de diagnéstico de la
enfermedad psorosis de los citricos.

Bajo las condiciones aplicadas (fotoperiodo de 10:14 — L:O y temperatura de 24+2°C)
T. citricida es capaz de adquirir CTV con una tasa que va del 41 al 65% al alimentarse
NDP infectado.

El ensayo control de CTV permitié afirmar que las condiciones utilizadas en estos
ensayos para el mantenimiento tanto de las plantas como de los insectos eran las
adecuadas para la adquisicion viral.

T. citricida no es capaz de adquirir CPsV al alimentarse de NDP o LR infectados con el
aislamiento CPsV 90-1-1 luego de periodos de adquisicion de 24h, 48h y 22 dias con
fotoperiodo de 10:14 — L:O y temperaturas entre 22 y 26°C.

T. citricida es capaz de adquirir CPsV con una tasa del 0,35% al alimentarse de limén
rugoso infectado con el aislamiento CPsV 90-1-1 luego de un periodo de adquisicion de
10 dias con régimen de luz natural a temperaturas entre 20 y 35°C.

A. gossypii no es capaz de adquirir CPsV al alimentarse de naranja Valencia o P.
trifoliata infectados con el aislamiento CPsV 90-1-1 luego de un periodo de adquisicion
de 10 dias con régimen de luz natural y temperaturas de 20-35°C.

T. citricida no es capaz de transmitir CPsV al alimentarse de NDP o LR infectados con
CPsV 90-1-1, con un periodo de adquisicion de 10 dias con régimen de luz natural y
temperaturas de 20-35°C, y con un periodo de transmision de 7 dias.

A. gossypii no es capaz de transmitir CPsV al alimentarse de NDP, LR, naranja
Valencia o P. trifoliata infectados con el aislamiento CPsV 90-1-1 manteniendo la cria
durante 10 meses entre plantas infectadas y plantas libres de enfermedades bajo
régimen de luz natural y temperaturas entre 20 y 35°C.

O. virulentus es capaz de colonizar raices de: C. sinensis (variedades NDP y MV), C.
lemon (LR) y P. trifoliata.

No se encontré evidencia de que las especies O. bornovanus ni O. brassicae sean

capaces de colonizar raices de C. sinensis (variedades NDP y MV), C. lemon (LR) ni P.
trifoliata.
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e Se sugiere fuertemente que CPsV es adquirido por zoosporas de O. virulentus.
e No se encontro evidencia que apoye a O. virulentus como vector de CPsV.

e En base a todos estos resultados se concluye que el método de deteccion de CPsV por
RTgPCR puede ser aplicado al diagnéstico de psorosis de los citricos, y que posee la
sensibilidad suficiente para aplicarlo en experimentos de adquisicion y transmisién del
virus por vectores. Se ha detectado CPsV en Olpidium virulentus, 1o que sugiere que
este hongo podria ser el vector de transmision. Por otro lado, aplicando este método
altamente sensible, no se detectdo CPsV en ensayos de adquisicion y transmision en los
afidos T. citricida ni A. gossypii sugiriendo que estos no son capaces de transmitirlo.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Citrus psorosis virus (CPsV) is the causal agent of psorosis, an important disease of
citrus. Sanitary and certification programmes helped reduce disease damage caused
by psorosis and other graft-transmissible diseases in many citrus-growing regions. For
quarantine and certification programmes, most of these diseases are currently diag-
nosed using biological indexing (Bl) on sensitive indicator plants. In the case of citrus
psorosis, CPsV can be detected by molecular methods such as quantitative reverse
transcription PCR (RT-gPCR), which is cheaper and faster than BI, but sensitivity,
reliability, and reproducibility of both procedures have not been compared so far. In
this work, 128 plants from Argentina and Uruguay were analysed using Bl and CPsV
detection by the RT-qPCR assay. Almost perfect agreement between both diagnostic
procedures and sensitivity, specificity, and estimated likelihood ratios indicate that
RT-gPCR is equivalent to Bl for citrus psorosis diagnosis, thus providing confidence in

the quick diagnostic procedure to monitor the sanitary status of citrus trees.

KEYWORDS

citrus psorosis virus, diagnostic parameters, RT-gPCR

different psorosis syndromes have been described (Fawcett & Klotz,
1938): psorosis A (PsA), characterized by slow bark scaling of the

Citrus is one of the most important fruit crops worldwide. Psorosis,
the first graft-transmissible disorder discovered in citrus (Swingle &
Webber, 1896), is a serious disease in many countries and has been
endemic for years in north-east (NE) Argentina and in Uruguay
(Dands, 1990; Diamante de Zubrzycki et al., 1984). Psorosis is de-
scribed as a bark scaling disorder of citrus trees (Fawcett, 1933), af-
fecting mainly the genus Citrus, with variable susceptibility of citrus
relatives like Poncirus trifoliata and its hybrids with sweet orange,

citranges, which are used as rootstocks (Moreno et al., 2015). Two

trunk and main branches of adult trees, and psorosis B (PsB), a more
aggressive type in which bark scaling occurs more rapidly and af-
fects even young twigs. Old leaves often show chlorotic blotches
and fruit may display depressed spots or rings in the rind, with dis-
coloured tissue.

For years, several graft-transmissible diseases of citrus (con-
cave gum-blind pocket, citrus variegation, citrus ringspot, im-
pietratura, and cristacortis) were mistakenly associated with

psorosis in the so called “psorosis group” (Roistacher, 1993;

980 © 2021 British Society for Plant Pathology
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Wallace & Drake, 1968) based on similar symptoms induced in
young sweet orange indicator plants (Moreno et al., 2015). Later,
citrus variegation was found to be caused by an ilarvirus (Pallas
et al., 2013), citrus psorosis and citrus ringspot were identified
as different isolates of citrus psorosis virus (CPsV; Derrick et al.,
1988; Garcia et al., 1991; Navas-Castillo & Moreno, 1993), and
three different phlebo-like viruses were associated with con-
cave gum (Navarro et al.,, 2018), cristacortis, and impietratura
(Velazquez et al., 2019).

Graft-transmissible diseases of citrus cause crop losses esti-
mated at 15%-25% (Moreno et al., 2015). These losses were reduced
in Argentina and Uruguay following implementation of certification
programmes (Dands, 1990; Moreno et al., 2015); however, psoro-
sis still occurs in both the NE and north-west (NW) regions (Zanek
et al., 2006). Because CPsV was unknown in the 1980s, the certifi-
cation programme was based on biological indexing (Bl) of the new
citrus varieties before distribution to citrus growers. Bl for psoro-
sis is still required by certification programmes and is done by (a)
graft-inoculating young sweet orange seedlings and monitoring for
symptom appearance in an insect-proof temperature-controlled
greenhouse; and (b) a cross-protection test by challenge-inoculation
with a PsB isolate to confirm that the observed symptoms are indeed
caused by psorosis (Roistacher, 1993). Bl diagnosis requires special
skills and facilities and the complete process takes about 1 year,
which makes it very costly and not suitable for large-scale analyses.
Therefore, a rapid, sensitive, and specific psorosis diagnostic method
was urgently needed.

CPsV, the type member of genus Ophiovirus, family Aspiviridae
(Garcia et al., 2017), is the causal agent of citrus psorosis. Its ge-
nome has three single-stranded, negative-sense RNAs encap-
sidated by a coat protein (CP), which is the most abundant viral
protein in infected tissues (Garcia et al., 1991). Serological meth-
ods like double antibody sandwich (DAS)-ELISA (Garcia et al.,
1997), triple antibody sandwich (TAS)-ELISA (Alioto et al., 1999),
and TAS-ELISA-horseradish peroxidase (HRP) (Zanek et al., 2006)
using polyclonal and monoclonal antibodies obtained against the
CP were developed for diagnosis. However, these antibodies are
no longer available. At the same time a reverse transcription (RT)
PCR protocol for CPsV detection was developed, but with low sen-
sitivity (Garcia et al., 1997). Quantitative reverse transcription PCR
(RT-gPCR) is a powerful diagnostic method widely used to detect
plant pathogens, including several citrus viruses (Loconsole et al.,
2010; Osman et al., 2015). De Francesco et al. (2015) found that
RT-gPCR using specific primers designed from the CP gene se-
quence conserved in all available isolates was much more sensitive
than TAS-ELISA-HRP to detect CPsV.

Although several protocols for plant pathogen diagnosis have
been developed, such as RT loop-mediated isothermal amplification
(RT-LAMP) for detection of Indian citrus ringspot virus and citrus
tristeza virus (CTV; Kokane et al., 2020; Warghane et al., 2017), they
have rarely been evaluated with respect to their reliability and repro-
ducibility (Olmos et al., 2007; Sackett et al., 1991). Vidal et al. (2012)

calculated the diagnostic parameters of several CTV detection
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methods to assess their value as diagnostic tools, suggesting their
work as a model for other plant pathogens.

The objective of this work was to evaluate detection of CPsV
by RT-gPCR in comparison with the standard method of BIl. For
this purpose, we calculated diagnostic parameters like sensitivity,
specificity, and likelihood ratios (LRs). Furthermore, concordance
between the Bl and RT-qPCR techniques was also evaluated using
Cohen's kappa index (Cohen, 1960), the McNemar's Xz test, and
prevalence-adjusted, bias-adjusted kappa index (PABAK) for each

analytical sample.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Plant material

Plant material tested by RT-gPCR included leaves from adult germ-
plasm bank plants and young leaves from indicator seedlings gener-
ated in the Bl assays during the analysis of candidate plants (adult
field trees of unknown sanitary status, Figure 1). Samples originating
in the NW and NE regions of Argentina and Salto Grande, Uruguay,
were provided by the Estacion Experimental Agroindustrial Obispo
Colombres (EEOC), Tucuman, Centro Unico de Introduccién y
Saneamiento (CUIS) INTA Concordia, Entre Rios, and the Estacién
Experimental INIA Salto Grande, Uruguay, respectively, and were
collected over 4 years (2016-2019). All samples were sent to the lab-
oratory as blind samples. Citrus species included in this study were:
Citrus sinensis, P. trifoliata, C. sinensis x P. trifoliata, C. clementina, C.
paradisi, C. limon, and C. reticulata x C. sinensis. In total, 128 plants
including healthy and infected trees with PsA and PsB syndromes
were tested (Figure 1).

6 trees were infected with PsB
15 trees were infected with PsA

16 trees were healthy

16 samples were received in 2016
6 samples were received in 2018

Leaves taken direct
by 15 samples were received in 2019

from the canopy were
analyzed by RT-qPCR

—
37 adult trees
«known sanitary status
«kept in germplasm bank
«from NW Argentina

(b) " \ \
VSV
Vaslvast
.)i /. RN —
Twigs were used to N\
graftinoculate four pineapple
te i
SwO indicator seediings —
indicator seedlings were
analyzed by RT-qPCR
PN

Seedlings were pruned after
each symptom observation
(3 successive flushes)

91 candidate plants
« field trees of unkown
sanitary status
«21 from Uruguay
« 70 from NE Argentina

Out of 1092 samples, only 582 were analyzed by RT-gPCR
206 samples were received in 2017
215 samples were received in 2018
161 samples were received in 2019

91 candidate plants x 4 seediings x 3 flushes = 1092 samples.

FIGURE 1 Origin, type, and number of samples. In total, 128
trees were analysed, 37 adult trees taken from germplasm bank

(a) and 91 field trees (candidate plants) (b). The 37 plants were
diagnosed by biological indexing (Bl) before the quantitative
reverse transcription PCR (RT-qPCR) technique was performed.
The 91 candidate plants were analysed by BI, which generated 582
samples that were analysed by RT-gPCR. SwO, sweet orange
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2.2 | Biological indexing assay

To test field or nursery trees for psorosis, young twigs were collected
around the canopy of citrus trees, and bark chips from those sticks
were used to graft-inoculate four 'Pineapple' sweet orange seed-
lings (Figure S1). Two additional seedlings were graft-inoculated with
the PsA isolate CPsV-90-1-1 as positive control, and two more with
healthy bark as negative control. Plants were pruned to force new
shoots and monitored for symptom development 30-45 days later.
Pruning and symptom observation were repeated in three succes-
sive flushes. To confirm whether plants were infected with psorosis,
two seedlings for each candidate plant were challenge-inoculated
with the PsB isolate CPsV 189-34 (from NE Argentina), which gener-
ates PsB symptoms when the challenged seedling is not protected
by PsA (Figure S1). Bl results were given only when the procedure
was completed. Plant samples from the cross-protection assay were
not analysed by RT-gPCR, because all samples would give positive

results.

2.3 | RT-gPCR detection of CPsV

In this work, 128 trees were tested by RT-gPCR. In 37 of them,
CPsV detection was performed on leaf tissue taken from the adult
tree (germplasm bank). The analysis of the 91 trees (candidate
plants) was done on new shoots of each indicator seedling used in
the Bl assay in three successive flushes, generating 582 samples
(Figure 1), that is, 582 samples were new shoots from seedlings
harvested after each flush and analysed by RT-qPCR, together
with positive and negative controls. From the 582 analysed sam-
ples, 312 were from the first flush, 149 from the second flush, and
121 from the third flush (these include 16 positive and 8 negative
controls, distributed in the three flushes). All samples were sent to
the laboratory as blind samples.

For RNA extraction, leaf tissue was homogenized in TRI reagent
(Sigma-Aldrich) following the manufacturer's specifications. Briefly,
100 mg of tissue were placed in a 1.5 ml tube with five 2-mm diam-
eter glass beads. The tube was then submerged in liquid nitrogen for
60 s, the tissue was pulverized in a homogenizer, and 500 pl of TRI
reagent was immediately added. The samples were mixed by tube in-
version and incubated for 5 min at room temperature. One hundred
microlitres of chloroform was added and vigorously shaken for 15 s,
followed by incubation at room temperature for 15 min. The sam-
ples were centrifuged at 12,000 x g for 15 min at 4 °C, the aqueous
phase was transferred to a new tube, and 250 pl isopropanol was
added and mixed by inversion. Samples were incubated for 10 min
at room temperature and centrifuged at 12,000 x g for 10 min at
4 °C. The supernatant was discarded, the pellet was washed with
500 pl of 75% ethanol, air-dried for 10 min, and the total RNA re-
suspended in 20 pul of RNase-free water. Final RNA concentration
was between 0.5 and 2 pg/pl. The samples were then treated with
RQ1 RNAse-free DNAse (Promega) and cDNA was synthesized

with M-MLV reverse transcriptase (Promega) and ribonuclease

inhibitor (TransBionovo), following manufacturer's specifications.
Briefly, 0.5 pg of RNA was mixed with DNase buffer, DNase, and
enough nuclease-free water to reach a final volume of 5 pl (final
concentrations of 0.1 pg/ul, 1%, and 0.1 U/ul, respectively), incu-
bated at 37 °C for 30 min, and then 0.5 pl of DNase stop solution
was added. After incubation at 65 °C for 10 min, cDNA synthesis
was performed using the primers hpCP1C: 5-GTTCAAGATGGAG
CAAGTTGATGGA-3', hpCP3: 5-GAGACCCTTGTGTAAAAACCA
GCAC-3', Ubqgt2: 5-GCGTCCTTCCATCCTCCAGC-3', and Ubqt1:
5'-CACCTCGTGCTTCGTCTCCG-3' (10 uM) (De Francesco et al.,
2015). DNase-treated RNA was mixed with nuclease-free water and
the primers. Samples were incubated for 5 min at 80 °C, and then
M-MLV reverse transcriptase buffer, dNTPs, ribonuclease inhibitor,
and M-MLV were added before incubating at 42 °C for 60 min, fol-
lowed by 70 °C for 15 min (final concentrations of 0.4 uM for prim-
ers, 1x for M-MLV reverse transcriptase buffer, 8 U/ul for M-MLV
reverse transcriptase, 2 mM for dNTPs, and 0.4 U/pl for ribonucle-
ase inhibitor). For the real-time PCR, HOT FIREPol EvaGreen qPCR
Mix (Solis BioDyne) solution and primers hpCP1C, hpCP3, Ubqt1,
and Ubqt2 were used (final concentrations of 1x for HOT FIREPol
EvaGreen qPCR Mix and 0.5 uM for each primer). The thermal cycler
gTOWER2 from Analytik Jena AG was used.

2.4 | Statistical analysis

In this analysis, results of the Bl diagnostic procedure were consid-
ered the true sanitary status, and thus sensitivity (Se) and specificity
(Sp) were calculated for the RT-gPCR method. Se is the proportion
of true positives and Sp is the proportion of true negatives correctly
identified by the method. Positive and negative likelihood ratios
(LR+ and LR-) were also obtained. LR+ is the ratio Se:(1 - Sp), whilst
LR- is the ratio (1 - Se):Sp (Altman, 2000). LRs are probability ratios
and thus can take values higher than 1. In all cases, 95% exact bino-
mial confidence limits were computed to test Se, Sp, positive pre-
dictive value (PV+), and negative predictive value (PV-) (Stevenson
etal., 2020).

The concordance between RT-gPCR and Bl results was evaluated
using Cohen's kappa index (Cohen, 1960), that measures inter-rater
reliability for categorical items, taking into account the possibility
of the agreement occurring by chance. This index was categorized
using the benchmarks of Landis and Koch (1977), where <0.00 is
poor agreement, 0-0.20 is slight agreement, 0.21-0.40 is fair agree-
ment, 0.41-0.60 is moderate agreement, 0.61-0.80 is substantial
agreement, and 0.81-1.00 is almost perfect agreement.

The existence of bias was evaluated using the McNemar's y? test
(a nonsignificant result indicates only that there is no evidence of
a systematic effect), and prevalence-adjusted, bias-adjusted kappa
index (PABAK) was also calculated. This index was categorized using
the same benchmarks of Landis and Koch (1977) used in the analysis
of Cohen's kappa index (Cohen, 1960).

All calculations were done using R language (R Core Team, 2019)
and RStudio (RStudio Team, 2018) unless otherwise specified.
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3 | RESULTS
3.1 | Agreement between Bl and RT-qPCR

The two available tests, the specific CPsV detection by RT-gPCR and
psorosis diagnosis by Bl, were compared for 128 trees (37 mature
trees and 91 candidate plants), as shown in Figure 1. In the Bl assay,
a citrus plant was diagnosed as psorosis-infected (Bl+) when at least
one of the four graft-inoculated indicator seedlings showed symp-
toms in young shoots, in at least two (of three) successive pruning
cycles, and later confirmed by cross-protection graft-inoculation
with PsB, but these PsB-inoculated seedlings were not analysed by
RT-qPCR, as mentioned in Section 2.

A similar criterion was applied for RT-qPCR diagnosis, that is, a
plant was considered psorosis-infected when at least one of the four
graft-inoculated indicator seedlings tested positive for CPsV by RT-
gPCRin at least two (of three) successive pruning cycles. The results
for each method are shown in Table 1. Data showed an agreement
between methods with perfect concordance, and even more impor-
tantly, the RT-qPCR technique had neither false negative nor false
positive results, thus exhibiting 100% of Se, Sp, PV+, and PV-.

3.2 | Monitoring indicator plants by RT-qPCR

To analyse concordance between symptom observation on each in-
dicator seedling used in the biological indexing and the RT-qPCR,
a comparison and agreement measures were calculated for 582
samples, the total samples corresponding to the first three succes-
sive flushes of the Bl assay performed for the 91 candidate plants
(Figure 1) together with 16 positive and 8 negative controls (Table 2).

TABLE 1 Comparison between results for biological indexing
(Bl) and quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR) for the
detection of citrus psorosis virus in 128 citrus trees (37 adult trees
from germplasm bank and 91 candidate plants)

Bl
RT-gPCR + = Total
+ 23 0
= 0 105
Total 128

Diagnostic parameter Point estimate [95% Cl]

0.18[0.12,0.26]
0.18 [0.12,0.26]
1.00[0.85, 1.00]
Specificity 1.00[0.97, 1.00]
Positive predictive value 1.00 [0.85, 1.00]

1.00[0.97, 1.00]

Apparent prevalence
True prevalence

Sensitivity

Negative predictive value
Positive likelihood ratio o

Negative likelihood ratio 0.00

nt Pathology (W1 LEYJﬂ

McNemar p < .05, and both Cohen's kappa and PABAK fell within
the range interpreted as almost perfect concordance (0.81-1.00).
The results were identical in 99.14% of cases, with only five discrep-
ancies between the tests, indicated as five false positives (Table 2).
Two of these corresponded to RT-qPCR technical errors. This was
corroborated by Bl over the course of the assay, and by the fact that
the same indicator seedlings gave negative results by RT-qPCR in the
second and third flushes. The other three discrepancies were two
samples of the first flush and one of the third flush corresponding
to positive controls (i.e., graft-inoculated seedlings with CPsV-90-1-
1-infected chips). In these cases, again the infection was confirmed
over the course of the assay and coincident by both techniques in
the other flushes. Among the 582 samples, only 16 correspond to
positive controls and, although the symptom observation was nega-
tive in three of them, the Bl was positive, because at least one of the
four graft-inoculated indicator seedlings had symptoms.

To determine whether discrepancies were in a particular flush, we
split the 582 samples by flush and calculated the diagnostic parameters
and agreement measures for each group (Table 3). Result coincidence

TABLE 2 Agreement measures between symptom observation
and quantitative reverse transcription PCR (RT-gPCR) analysis

in each indicator plant (582 samples) that were generated in the
biological indexing assay of 91 candidate plants

Symptom observation

RT-qPCR + = Total
+ 32 5

= 0 545

Total 582
Measurement Value
Coincidental results (%) 99.14
Cohen's kappa index 0.92 + 0.04
McNemar X2 test (p value) 5.00(0.025)
PABAK + CI* 0.98 +0.01

?Prevalence-adjusted, bias-adjusted kappa index + confidence interval.

TABLE 3 Diagnostic parameters and agreement measures
between symptom observation and quantitative reverse
transcription PCR (RT-gPCR) in samples of the first, second, or third
flush (582 samples)

Parameter 1st flush 2nd flush 3rd flush

Sensitivity 1 1 1

Specificity 0.993 0.993 0.988

Coincidence (%) 99.35 99.31 98.90

Cohen's kappa 0.913 + 0.06 0.797 +0.08 0.917 + 0.07

McNemar x2 (p 2(0.16) 1(0.32) 2(0.16)
value)

PABAK? 0.987 +0.06 0.986 +0.07 0.978 +0.10

N 312 149 121

?Prevalence-adjusted, bias-adjusted kappa index + confidence interval.
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was greater than 98% in all three groups, and their corresponding
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kappa indices fell within the benchmarks considered almost perfect
concordance (0.81-1.00), except in the second group, which fell within
the benchmarks considered substantial concordance (0.61-0.80).

Bias and prevalence effects can affect the kappa coefficient.
Despite the lack of systematic bias in any of the flushes (McNemar
p > .05 in all three cases), the same is not true for the prevalence.
A prevalence effect exists when the proportion of agreements on
the positive classification differs from that of the negative clas-
sification. If the prevalence index is high (as it is here, when the
prevalence of a positive rating is very low) chance agreement is
also high and the value of kappa is reduced accordingly (Byrt et al.,
1993). Therefore, the PABAK is a more accurate agreement mea-
sure in these cases. As shown in Table 3, PABAK values were in the
highest concordance range for the three flushes.

These results indicate that CPsV is detected by RT-qPCR and
the Bl assay with almost perfect concordance, ensuring a correct
diagnosis regardless of the flush. These findings are of great sig-
nificance, especially considering the accumulated experience in
Argentina for three decades applying the Bl method.

4 | DISCUSSION

Bl has been applied for more than 30 years in Argentina as the only
technique for the diagnosis of psorosis disease. The fact that sta-
tistical analysis shows an almost perfect concordance between the
RT-gPCR technique and the Bl is proof that this molecular method
can be applied to psorosis diagnostics with high sensitivity. More
importantly, no false negative results were found in the analysis of
37 samples from mature trees and 582 samples from the Bl seed-
lings, which means that the risk of psorosis spread due to plant
propagation from a false negative budwood source is negligible.
Moreover, the RT-qPCR protocol was able to detect CPsV in symp-
tomless seedlings (two samples from the first flush and one from
the third flush of positive controls), which suggests higher sensitiv-
ity than the Bl under certain conditions. The primers used in this
technique were designed from the most conserved region of the CP
gene, and thus detect isolates from Argentina, Uruguay, Italy, Spain,
and the USA (De Francesco et al., 2015). This shows high specific-
ity and gives confidence that this technique could be considered
universal.

We have analysed leaves taken directly from 37 plants kept in
a germplasm bank with known sanitary status, that is, previously
tested by BI, finding coincidence with the results of the RT-gPCR
technique. Then, we analysed 582 samples generated in the Bl
assay of the 91 field trees to find out if the RT-qPCR could detect
the virus in the three successive flushes of the Bl. There were two
reasons to perform this analysis. One is that samples collected
from the candidate plants (field samples) were twigs, which can
be conserved for days, still be infectious for graft-inoculation, and

can be transported more easily than leaves from different regions

of the country. Total RNA extracted from twigs was not always in
good condition, giving false negative results (data not shown). The
other reason is that if samples were CPsV-positive by RT-gPCR in
the first flush, the Bl could be finalized at that moment, taking only
30-45 days. Moreover, analysing each flush provides important
information, such as in the case of quarantine samples where BI
and symptom observation in indicator plants is mandatory. Testing
the samples by RT-qPCR in parallel to the Bl could reduce the time
consumed by BI. In our experience, despite RT-qPCR giving two
false positive results, 100% of the infected samples were detected
by RT-gPCR in the first flush, giving confidence that this technique
is equivalent to Bl as a diagnostic method for psorosis disease,
because the probability of obtaining a false negative result is
negligible.

In addition, we further analysed whether symptom onset occurs
only above a threshold viral load. For this purpose, we compared the
symptom score (SS) on a scale ranging from O to 9, as considered by
De Francesco et al. (2020), and the viral load estimated by RT-qPCR
as the number of CP gene fragments per 100 Ubiquitin gene frag-
ments, used as an endogenous reference, in all 29 positive samples
(Figure 2). Although five samples with less than 100 CP fragments
were found with no symptoms (SS = 0), no significant association
was observed between viral load and SS, probably due to the vari-
able distribution of viral RNA in the small piece of leaf tissue taken
for the analysis. This does not affect CPsV detection by RT-qPCR
because this method is highly sensitive, as previously demonstrated
by De Francesco et al. (2015).

As with all diagnostic methods, both CPsV detection by RT-gPCR
and Bl are imperfect. The RT-qPCR vyielded two false positive re-
sults in 582 samples. On the other hand, three of 16 samples from
positive control plants were negative by symptom observation, but

638
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FIGURE 2 Comparison of symptom score, according to De
Francesco et al. (2020), versus number of coat protein (CP) gene
fragments per 100 Ubiquitin gene fragments in positive samples.
The grey boxes represent the range between the 25th and 75th
percentile, whiskers represent the range, horizontal lines within the
boxes represent the average, black squares represent the median,
and empty circles represent outlying data points that were removed
by the processing software. Graphic and calculations were made in
Infostat software (Infostat, 2010)
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positive by RT-gPCR. This result might be due to a recovery phenom-
enon often observed in CPsV-infected plants, in which symptoms
may not develop in all flushes or are just transiently expressed. This
is why several indicator plants are used in each test and symptoms
are monitored in several successive flushes.

As we mentioned in the introduction section, several protocols
for plant pathogen diagnosis have been developed, but the diag-
nostic parameters have rarely been evaluated (Vidal et al., 2012).
Our results and the analyses of the diagnostic parameters indicate
that CPsV detection by RT-gPCR can be used as an equivalent di-
agnostic method for psorosis disease. Because RT-qPCR is faster
and cheaper than Bl and it is amenable to large-scale sampling, our
findings will be most helpful to manage virus-free certification pro-
grammes, as well as in epidemiological studies and suppression pro-

grammes, in areas where natural CPsV spread has been observed.
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Abstract The lack of naturally occurring resistance
to citrus psorosis virus (CPsV) necessitates a trans-
genic approach for the development of CPsV-resistant
citrus. To evaluate the feasibility of conferring resis-
tance to a non-transgenic scion, we have assembled
citrus plants by grafting combining a non-transgenic
Sweet Orange as scion, CPsV-resistant transgenic
Sweet Orange lines expressing intron-hairpin (ihp)
RNA derived from the viral coat protein (ihpCP) as
interstock, and a non-transgenic citrus as rootstock.
We demonstrated that ithpCP-transcripts translocate
through the graft from interstock to scion, triggering
the silencing of coat protein mRNA target. Two
independent CPsV challenge assays showed that
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expression of ihpCP in the interstock provides resis-
tance against CPsV in the interstock, and different
levels of protection in the non-tg scion, depending of
the virus delivery site. These results indicated that
grafting is a promising biotechnological alternative to
protect woody plants against virus infections in
vegetative propagated plants.

Keywords Citrus psorosis virus - Hairpin-RNA -
Transgenic Sweet Orange - Virus resistance -
Silencing

Introduction

Citrus are affected by many serious graft-transmissible
diseases, with citrus psorosis being one of the oldest
diseases worldwide, with varying incidence and
impact on productivity (Moreno et al. 2015). Likely
owing to natural spread by an unidentified vector and
its graft-transmissible condition, psorosis has been
endemic in Argentina and Uruguay for decades,
reducing fruit production and causing economic losses
(Anderson 2000; Zanek et al. 2006). Typical psorosis
symptoms include bark scaling, pustules and gum
accumulation on the trunk; flecking and chlorotic
spots in leaves, and necrotic shock of young shoots.
Leaf symptoms are observed in graft-inoculated Sweet
Orange seedlings, which made it serve as biological
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indicators for psorosis indexing (Roistacher 1991).
Citrus psorosis is caused by citrus psorosis virus
(CPsV), the type member of the genus Ophiovirus,
family Aspiviridae (Garcia et al. 2017). The particles
are filamentous and circular (Garcia et al. 1994; Milne
et al. 2000) and the genome has three single-stranded
RNAs of negative polarity, encapsidated by a coat
protein (CP) (Garcia et al. 2017). RNA1 encodes the
replicase (Naum-Ongania et al. 2003) and the 24KDa
protein, involved in microRNA processing and silenc-
ing suppression (Reyes et al. 2015; Robles Luna et al.
2017). RNA2 encodes the movement protein that is a
silencing suppressor (Robles Luna et al. 2013, 2017);
and RNA3 encodes the CP, which is the most abundant
viral protein in citrus infected tissue (Sanchez de la
Torre et al. 1998; Robles Luna et al. 2013).

Transgenic plants resistant to viruses by expression
of intro-hairpin constructs (inducers of RNA silenc-
ing) have been widely used to manage virus diseases
(Fire 1999; Smith et al. 2000; Guo et al. 2016; Yousif
Gaffar and Koch 2019). This strategy was successfully
applied in several crops (Helliwell and Waterhouse
2003; Kamthan et al. 2015) with the accumulation of
transgene-derived siRNAs being regarded as a pre-
dictor of resistance to virus infection by RNA
silencing (Kalantidis et al. 2002). Previously, we
developed highly resistant transgenic Sweet Orange
plants (Citrus sinensis) coding hairpin-RNA from the
CPsV coat protein (ihpCP) (Reyes et al. 2011). In that
work, we propagated several ihpCP transgenic lines by
grafting on a non-transgenic rootstock (Rough
Lemon), as usually done in citrus clonal propagation.
When ihpCP lines were challenged with CPsV by
graft-inoculation on the transgenic scion, neither CP
protein nor viral RNAs were detected at different
times post-infection, suggesting that CPsV multipli-
cation had been inhibited. More recently, we reported
the stability of transgene expression and siRNA
production over time and propagation of the two most
CPsV-resistant ihpCP lines (ihpCP-10 and -15),
finding resistance against psorosis A and B isolates,
the latter producing more severe symptoms (De
Francesco et al. 2017).

In this work, we used a triple plant system
generated by grafting to demonstrate ihpCP-transcript
translocation through the graft, silencing induction in
the scion by the expression of ihpCP in the interstock,
and protection to the non-transgenic scion against
CPsV.

@ Springer

Materials and methods

Viral isolates, transgenic lines, citrus preparation,
CPsV-graft-inoculation and symptom observation

Challenge assays with viral inoculation were per-
formed with the Argentine CPsV 90-1-1 isolate from
EEA INTA Concordia collection (Entre Rios, Argen-
tina). Transgenic citrus used in this work express
genome sequences from CPsV 90-1-1: Pineapple
Sweet Orange (Citrus sinensis L. Osbeck) expressing
a hairpin of the CPsV coat protein, ihpCP-10 and -15
lines (Reyes et al. 2011); and CPV4 from United
States: Pineapple Sweet Orange (Citrus sinensis L.
Osbeck) expressing the full-length mRNA of the
CPsV coat protein, CP-18 line, generated by Zanek
et al. (2008).

Citrus trees were prepared by bud-grafting, over the
course of 3 years. The transgenic (tg) lines, ihpCP-10
and-15 and non-transgenic (non-tg) were propagated
onto 10—12-month-old non-tg Rough Lemon (Citrus
jambhiri Lush) seedlings. When scions grew beyond
30 cm (after 10—12 months), plants were pruned and
non-tg Pineapple Sweet Orange buds were grafted on
them, leaving the transgenic ihpCP lines as interstock
(Fig. S1). Non-transgenic trees were prepared in the
same way as control. Leaf and bark tissues were taken
from the different parts of the plant for molecular
analysis.

Triple plants were inoculated by grafting on the
interstock or in the non-transgenic scion with one
piece of CPsV-infected bark. The grafted inoculum
piece remained throughout the entire challenge period.
Symptoms were evaluated on young leaves of CPsV-
inoculated plants and non-inoculated controls. In order
to force foliage development and evaluate the pro-
gression of the CPsV-infection in the new flush, plants
were pruned after each flush (around 30- and 50-70-
days post-inoculation). The collected leaves were used
for molecular analysis and CPsV-detection.

A symptom-severity scale for CPsV was defined
ranging from 1 to 6, following Reyes et al. (2016) and
De Francesco et al. (2017). The scores assigned in the
scale were: Mild flecking, mild variegated and mild
spots (+) = 1; moderate flecking, moderate variegated
and moderate spots (++) = 2; severe flecking, severe
variegated and severe spots (+-++) = 3; mild shock
(4+) = 4; moderate shock (4++) = 5 and severe shock
(+++) = 6 (Fig. 3). The overall sum was made for
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each group of plants and divided by the number of
individuals assayed in each group.

In silico analysis

Sequence alignments of the ihpCP region from CPsV
isolate 90-1-1 and CPV4 RNA3 (GenBank accession
numbers FJ495195.1 and AF060855, respectively)
were obtained using the Clustal 2.1 multiple sequence
alignment algorithm. The effective silencing RNA
(siRNA), potentially produced by the ihpCP trans-
gene, was predicted in silico using the siRNA design
tool  (http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/)  and
Block-iT RNAi Designer software  (https://
rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress).

RNA isolation and cDNA synthesis

To extract total RNA, 200 mg of citrus tissue (leaf or
bark) was ground in liquid nitrogen, mixed with 1 ml
of TRI Reagent (Molecular Research Center, Cincin-
nati, OH, USA) and processed according to the
manufacturer’s instructions. RNA extracts were re-
suspended in 25 pl of RNase-free water and quantified
by absorbance at 260 nm. Two microgram aliquots of
total RNA were digested with RQ1 RNase-free DNase
(PROMEGA, Madison, WI, USA) for 1 hat37 °Cina
final volume of 10 pl, following the manufacturer’s
specifications. After DNase treatment, 5 pl of the
preparations containing 1 pg of total RNA were retro-
transcribed (RT) with Maloney murine leukemia virus
reverse transcriptase (PROMEGA) in a final volume
of 25 pl. Reactions were conducted using specific or
reference primers, dNTPs, buffer, and enzyme, at the
concentrations specified by the manufacturer, and 12
units of RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scien-
tific, Waltham, MA, USA), for 1 h at 42 °C. To
confirm the efficiency of DNase treatment, qgPCR was
performed without previous cDNA synthesis and
considered as a negative control of RT-qPCR assays
(De Francesco et al. 2015).

Transcript detection

The ihpCP transcript expression was measured by RT-
gPCR in five individuals of each line (in three
independent determinations, with technical dupli-
cates). SYBR green-based RT-qPCR was performed
as described by De Francesco et al. (2015), using

specific CPsV primers CP1c/CP3 and Citrus sinensis
ubiquitin for normalization, with ubqtL/ubqtR pri-
mers. Copy numbers were calculated by extrapolating
Ct values on calibration curves and expressed as
relative copy number (number of copies of amplicon
divided by 100 copies of ubiquitin).

Similarly, the CP-mRNA was measured by RT-
qPCR using 55/C1 primers, in a different region of the
CP gene, to distinguish them from the ihpCP-tran-
script, as performed for CPsV detection (described
below). The sequences of all the primers used in this
work are listed in Table 1.

siRNA isolation and Northern blot

The abundance of siRNA was monitored by Northern
blot analysis. Total RNA was extracted with TRI
Reagent (Molecular Research Center), as described
above, from 1 g of citrus leaves pooled from all
replicates. RNA (100 pg) from each pooled sample
was separated on 17% polyacrylamide gels containing
7 M urea and 0.5X TBE buffer (tris 50 mM, boric acid
45 mM, EDTA 0.5 mM) and transferred to a posi-
tively charged nylon membrane (Roche Diagnostics
Corporation, IN, USA) by a Bio-Rad (Hercules, CA,
USA) transfer unit, and then chemically fixed,
according to Pall and Hamilton (2008). The probe
was >?P-radiolabelled oligodeoxynucleotides comple-
mentary to the ihpCP sequence (primers CPlc, CP3,
hpCP1b and hpCP2b). Hybridisation was performed at
45 °C overnight, and after washing, the membrane
was exposed, and signals were detected by
autoradiography.

CPsV detection

Virus infection was tested in leaf tissue by RT-PCR
amplifying viral RNAs, triple-sandwich immunoassay
(TAS-ELISA) for CP protein quantification and RT-
gqPCR on cp gene (RNA3). RT-PCR was performed
with A/B primers to detect RNA2, and 24ks-argl/
24kas-argl primers for RNA1, amplifying a 370 bp
and 151 bp fragments, respectively. cDNA was syn-
thesized as described above, using 1 pl of cDNA as the
template. PCR was performed in a Perkin-Elmer 2400
apparatus. The thermo-cycling conditions were: initial
denaturation at 94 °C for 5 min; followed by 35 cycles
at 94 °C for 10 s, 50 °C for 10 s and 72 °C for 50 s
(cycling for RNA2) and 40 cycles at 94 °C for 20 s,
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Table 1 Primer sequences used for CPsV and ihpCP-mRNA/siRNA detection

Primer name

Sequence

Used in this work for

CPlc**
CP3#*
ubqtL**
ubqtR**
hpCP1b*
hpCP2b

A*

B*
24ks-argl***
24kas-arg]#**
55i

C1*

5'GTTCAAGATGGAGCAAGTTGATGG3'
5’GAGACCCTTGTGTAAAAACCAGCAC3’
5'TCTTCACCTCGTGCTTCGTCTCCGT3'
5'GTCCTGGATCTTGGCCTTGACGTTG3'
5’AATCCTCGAGCTTGTTCAAGATGGAGC3'
5’GGAGCATGGCTCAGCTCCTCACTG3'
5TAGATCCATGCTCAGTCACC3'
5TTGACAATGATGGACACTGG3'
5’ATGGCTGAATATATAGAAGT3'
5'TCCAAATTCCTATTATCCTGG3'
5’GAAATCAATTGCAATAAGAGA3'
5'TCTGCCATCTGGAGTAAGGC3'

Northern blot, ihpCP-transcript detection
Northern blot, ihpCP-transcript detection
Citrus reference gene for RT-qPCR
Citrus reference gene for RT-qPCR
Northern blot

Northern blot

CPsV detection RNA2

CPsV detection RNA2

CPsV detection RNAI

CPsV detection RNAI

CP-transcript and CPsV-RNA3 detection
CP-transcript and CPsV-RNA3 detection

*Published in Reyes et al. (2011); **Published in De Francesco et al. (2015); ***Published in Reyes et al. (2016); no asterisk: this

work

58 °C for 30 s and 72 °C for 20 s (cycling for RNA1);
with a final elongation step at 72 °C for 2 min. PCR
products were analyzed by electrophoresis on 2% (w/
v) TAE agarose gel stained with ethidium bromide.

RT-qPCR was used to quantify viral titer using 551/
C1 primers, designed outside the ihpCP region. Cycle
conditions were: initial denaturation at 94 °C for
5 min followed by 40 cycles at 94 °C for 20 s, 58 °C
for 30 s and 72 °C for 20 s. Copy numbers were
calculated by extrapolating Ct values on calibration
curves and expressed as relative copy number (number
of copies of amplicon 55i/C1 divided by 100 copies of
ubiquitin).

TAS-ELISA was carried out as previously
described (De Francesco et al. 2015), with A376
polyclonal antiserum at 1/7500 dilution, monoclonal
antibody 13C5 (IgG) at 1/10,000 dilution, and conju-
gated antibody, goat anti-mouse-HRP IgG (H + L)
peroxidase conjugate (Jackson ImmunoResearch Lab-
oratories, Inc., West Grove, PA, USA) at a dilution of
1/2500. Each sample was analyzed in triplicate, from
the same extract. Control samples were also prepared:
infected plants, positive control; healthy, non-tg, non-
inoculated plants and extraction buffer as negative
controls. Optical density (OD) values three times the
average of the healthy, non-tg, non-inoculated control
(H) were considered positive for detection and diag-
nosis of CPsV (Zanek et al. 2006). TAS-ELISA values
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were expressed as the ratio of inoculated replicates
(D to (H), i.e. OD/OD".

Statistical analysis

Statistical analysis was performed through a one-way
ANOVA test with 95% confidence i.e. significance set
at P < 0.05. Tukey’s HSD test with P < 0.05 was
applied for pairwise comparisons.

Results

ihpCP-transcript synthetized in the interstock
translocates through the graft

The main goal of the work was to obtain CPsV-
resistant citrus trees, with non-transgenic (non-tg)
citrus scions grafted onto transgenic (tg) rootstocks.
We previously found that ihpCP tg plants accumulate
transgene-derived siRNAs (ihpCP-siRNAs) in addi-
tion to accumulating ihpCP-transcript in leaves (Reyes
et al. 2011; De Francesco et al. 2015, 2017). To assess
whether the ihpCP-transcript and ihpCP-siRNA were
able to move through the graft and reach the scion, we
generated combined citrus trees by grafting, with a
non-transgenic Rough Lemon as rootstock, transgenic
lines thpCP-10 or -15 as interstock, and non-trans-
genic Sweet Orange as scion, hereinafter referred to as
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“triple plant” (Fig. S1). We analyzed the presence of
ihpCP-transcript and ihpCP-siRNA in scions and
interstocks by RT-qPCR and Northern blot, but due
to management and pruning performed to prepare the
triple plants, Rough Lemon rootstocks often did not
develop foliage to be analyzed. Three independent
analyses of each pooled group of plants were per-
formed. Samples of the scions and interstocks, leaves
and the branch containing these leaves (bark), were
taken at least 10 cm from the graft area. The average
values of ihpCP-transcript copies by 100 copies of
ubqt was determined by RT-qPCR (Fig. 1). Thus, 2.4
and 2.9 copies/100 ubqt were found in the leaves of
ihpCP-10 and -15 interstocks, respectively; 0.09 and
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Fig. 1 Translocation of ihpCP-transcript and ihpCP-siRNA
from ihpCP-10 and -15 interstocks to non-tg Sweet Orange
scions. a ihpCP-mRNA measured by RT-qPCR in leaves
(L) and young bark stems (B) of ihpCP-10 and -15 interstocks
and the non-tg control; b ihpCP-mRNA measured in the scions
of the same triple plants (non-tg/ihpCP) and the non-tg control
(non-tg/non-tg). Relative copy number was calculated as
number of copies of amplicon CP1c/CP3 by 100 copies of
ubiquitin. Standard error is indicated on top of the bars. A
pairwise Tukey’s test was performed with p value < 0.05 to
determine significant differences (upper letters a, b and c). Leaf
tissue of scions did not show amplification, as well as the non-tg
control ¢ scheme of ihpCP-transcript level through the triple

plants. ihpCP transcripts are represented with stars whose sizes
correspond with relative ihpCP transcript accumulation.
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0.6 for their branches; 0.01 and 0.008 for bark tissue of
scions of both groups of triple plants, respectively,
while no amplification was observed in leaves of
scions of both triple plants (Fig. 1b). Non-tg inter-
stocks and scions (non-tg triple plants) did not show
amplification (Fig. la, b). Considering the overall
expression levels in each group of tissues, there is a
10-fold copy number decrease from leaves to branches
in the interstock, and from branches of interstock to
branches of scion, being undetectable in the leaves of
these scions (Fig. 1c). This decreased abundance of
ihpCP-transcript from the tg interstock to the non-tg
scion suggests that the ihpCP-transcript synthesized in
the transgenic interstock (ihpCP leaves) is transported
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Considering the overall expression levels and normalizing to 1
(ihpCP-mRNA copy number) in the leaves of the ihpCP-
interstocks, 10~! was accumulated in their branches, 1072 in the
branches of the scions and, undetectable (ND, no detected) in the
leaves of these scions, showing an ihpCP-mRNA concentration
gradient from the interstock to the scion. d Northern blot
analysis of ihpCP-siRNA accumulation in the interstocks and
non-tg scions. RNA samples were blotted and hybridized with
ihpCP- derived oligonucleotide radiolabeled with y*>ATP. L
(leaves) and B (young bark stems) tissues of: ihpCP-10 and -15
interstocks, and the pool of non-tg scions grafted onto ihpCP
interstocks are indicated. DNA oligonucleotide of 30 nt was
used as molecular weight marker. Bands of ihpCP-siRNA are
indicated by arrows. Ethidium bromide-stained rRNA is shown
as loading control

@ Springer



Transgenic Res

to the scion. As distance from the ihpCP-leaves
increases, the ihpCP-transcript abundance decreases
in what can be considered as a dilution effect, with no
apparent accumulation of this transcript in the non-tg
scion.

We further analyzed the accumulation of siRNAs in
leaf and bark tissue by Northern blot (Fig. 1d). The
presence of siRNA was confirmed in leaf and bark
tissues of both ihpCP interstocks. The ihpCP-15 line
shows higher accumulation of ihpCP-siRNA in leaf
tissue than in the bark, but this difference was not
observed in the ihpCP-10 line. No siRNA was detected
in leaf or bark of the non-tg scions grafted onto the
ihpCP interstocks via Northern blot assay. These
results are consistent with the observed dilution effect
of the ihpCP-transcript from the ihpCP leaves of the
interstock (source) to the non-tg scion (sink).

ihpCP interstock induces CP-mRNA silencing
on the scion

We wanted to know whether the silencing signal
(siRNAs and/or ihpCP-transcript) generated in the tg
interstock could trigger the silencing of homologous
targets in the scion. To that effect, a different set of
triple plants was prepared as shown in Fig. 2a: a non-
tg Rough Lemon as rootstock, tg lines ihpCP-10 and -
15 as interstock, and a transgenic Sweet Orange
expressing the full-length mRNA of the CPsV coat
protein (CP-18 line) generated by Zanek et al. (2008),
which could function as CP-target in the scion. Since
the CP-18 line expresses CP-mRNA from CPV4
isolate, while ihpCP lines express ihpCP-transcript
from the CPsV 90-1-1 isolate, with 85% homology
between both isolates, we hypothesized that there
should be enough similarity to trigger silencing, and
then, analyzed in silico the ability of the signal to
silence that CP-target. Two siRNA prediction tools
were used, and the top high score predicted ihpCP-
siRNAs were aligned with the CPV4 RNA3 sequence.
Results shown in Table S1 indicate that top-8 effective
siRNA potentially produced from ihpCP transcript
match the CPV4 CP-target, albeit with one to four
non-homologous nucleotides, suggesting that the CP-
mRNA of CPV4 isolate could likely be silenced by the
transgene. Based on this prediction, we analyzed the
triple plants with CP-18 line as scion. The CP-mRNA
was quantified by RT-qPCR amplifying a CP fragment
outside the ihpCP region, in order to distinguish it
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Fig. 2 CP-mRNA silencing in the CP-scion induced by ihpCP-
interstocks. a Scheme of triple plants generated by grafting, with
a non-tg RL rootstock, lines ihpCP-10 or -15 as interstock and
the transgenic line 18 expressing the full-length cp gene from
CPsV (tg-CP) as a scion. b Quantification of CP-mRNA by RT-
qPCR expressed as relative copy number (copies of 55i/C1
amplicon by 100 copies of ubiquitin), in leaves of the tg-CP
scion grafted onto non-tg (tg-CP/non-tg) and tg ihpCP
interstocks (tg-CP/ihpCP-10 and tg-CP/ihpCP-15) and leaf
tissues of their respective interstocks (non-tg, ihpCP-10 and
ihpCP-15) as controls. The upper bars indicate the standard
error. A pairwise Tukey’s test was performed with p value
< 0.05 to determine significant differences by RT-qPCR (upper
letters a and b)

from the ihpCP-transcript, comparing expression
levels when the CP-18 scions are grafted onto either
non-tg or ihpCP-interstock (Fig. 2b). Two indepen-
dent determinations were performed. CP-18 scions
grafted onto non-tg interstock showed an average
value of 33 copies of CP-mRNA/100 ubqt copies,
whereas in the ones grafted on ihpCP-10 and -15
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interstocks, the CP-mRNA copies decreased 8 and 4
times, respectively. There were no significant differ-
ences between the CP-mRNA levels found on CP-18
scions with ihpCP-10 and inpCP-15 lines as inter-
stocks (b group in the Tukey’s pairwise comparison).
These results confirm that the silencing signal gener-
ated in the ihpCP-10 and -15 interstocks moves
through the graft to the scion inducing the silencing
of the CP-mRNA target.

Triple plants are resistant to CPsV when inoculated
in the interstock

A complete resistance of the ihpCP transgenic plants
against CPsV-infection was shown by Reyes et al.
(2011), and against psorosis B syndrome by De
Francesco et al. (2017), when propagated onto Rough
Lemon rootstock. In this work we further challenged
the ihpCP-10 and -15 lines as interstocks in triple
plants, with non-tg Sweet Orange scions grafted onto
them (Fig. S1) and evaluated the acquired resistance in
those non-tg scions. To that effect, triple plants were
inoculated with the homologous CPsV 90-1-1 isolate
by grafting on the tg interstock followed by pruning to
force new leaf development. Ten replicates of each
group of triple plants were inoculated, with two
replicates kept as non-inoculated controls. After
flushing, the infection was evaluated individually by
psorosis symptom observation and virus accumulation
determined by molecular and serological methods.
Psorosis symptom expression was observed in the
interstock and scion of each inoculated triple plant at
14, 28, and 55 days post-inoculation (dpi) (Table 2).
Figure 3 shows examples of symptoms corresponding
to the calculated score. The overall sum of symptom
score in the different groups was divided by number of
individuals in each group and plotted (Fig. 4a). Non-
inoculated controls remained asymptomatic.

The group of ihpCP-10 interstocks showed symp-
tom in 1/10 individuals, with faint spots at 14 and 28
dpi, and became asymptomatic at 55 dpi. All the
ihpCP-15 interstocks were totally asymptomatic
throughout the evaluation period, while the non-tg
interstocks showed characteristic foliar symptoms of
psorosis (scores 2-5) in two of three individuals
persisting during the evaluation. The remaining non-tg
control became symptomatic during the assay. These
results do not differ from our previous reports (Reyes
et al. 2011; De Francesco et al. 2017) showing

complete resistance in the ihpCP transgenic tissue,
now as interstock of triple plants.

The symptom scores for the scions of triple plants
with ihpCP-interstock showed weak symptoms at 14
and 28 dpi with scores of 1-2 in two of five scions of
ihpCP-15 triple plants and four of ten scions on ihpCP-
10 interstocks. At 55 dpi, the symptom score was zero
for ihpCP-15 triple plants (no symptoms), and 1/10
scions of the ihpCP-10 triple plants showing faint
spots (Fig. 4a, scion). Moreover, scions showed a
complete recovery while in non-transgenic controls
recovery was not observed but characteristics symp-
toms of CPsV 90-1-1 isolate on Sweet Orange with
scores of 2-6 in three of five triple plants were
observed. The attenuation of psorosis symptom
expression and later recovery, demonstrates the pro-
tective effect of transgenic tissue for scion against the
virus.

To confirm these results, CPsV infection was tested
in leaf samples at 55 dpi by TAS-ELISA for CP
detection as a measure of virus multiplication, and by
RT-PCR for RNA1, RNA2 and RNA3 detection
(Fig. 4b). Only scions and interstocks of non-tg
controls yielded TAS-ELISA values above 3, consid-
ered positive for CPsV (Fig. 4b). On the contrary, all
ihpCP interstocks and their non-tg scions were neg-
ative, with OD/OD" values close to 1, indistinguish-
able from the non-tg non-inoculated control. TAS-
ELISA and RT-PCR detection of RNA3 were consis-
tent. In addition, since CPsV is a multipartite virus and
the RNAI and 2 are not the silencing target, we
wondered whether these two viral RNAs could
replicate in the absence of RNA3. Results were
negative for RNA1 and RNAZ2, and consistent with
the absence of RNA3 detection, while the non-tg
controls showed amplification (Fig. 4b, lower panel).
According to these results, none of the viral RNAs
were able to replicate in ihpCP interstocks and their
non-tg scions, indicating that ihpCP tissues are also
resistant to CPsV as interstocks, in a double-grafting
context, protecting a non-tg scion when inoculated in
the transgenic interstock.

The silencing status of these triple plants was
determined during the CPsV-challenge. Leaf material
was taken from interstocks and scions at 55 dpi and the
siRNA accumulation was analyzed by Northern blot in
pooled groups of ihpCP interstocks, non-tg inter-
stocks, and non-tg scions onto ihpCP tissues, before
and after CPsV-inoculation. Results shown in Fig. 4c
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Table 2 Symptom scores in triple plants challenged by CPsV in the interstock

Plant #/ ihpCP-10 ihpCP-15 non-tg
dpi 14 28 55 14 28 55 14 28 55
1
sci Sp+ Sp+ V+ Sp+ Sp+ Sp+ F+ H@©) S++ (5) S+++ (6) S++ (5)
(1 2) (D (D 2)
int H©) H(©) H@O© H@O H®O H(©0) Sp+ (1) Sp++ F+++  Sp++ F+++
(5) (5)
2
sci Sp+  Sp+ (1) H@©O) Sp+  Sp+ (1) H(0) H(0) F+ (1) F+ S+ (4)
(N 1
int H (0) H (0) H (0) H (0) H (0) H@©) Sp+ (1) Sp+ (1) Sp+ (1)
3
sci H (0) Sp+ (1) H (0) H (0) H (0) H(©O) H () H (0) H (0)
int H (0) H (0) H (0) H (0) H (0) H(©O) n/f n/f n/f
4
sci H©)  Sp+ (D) H@O© H@O H©O H@©O Sp+V+ Sp++V+@3)  Sp++ V+ Q)
()
int H (0) H (0) H (0) H (0) H (0) H(©0) Sp+ (D) Sp+ F+ (2) Sp+ F+ (2)
5
sci H (0) H (0) H (0) H (0) H (0) H(©O) F++ (2) F++ (2) F++ (2)
int H(@©) H(©O H@O H@O H®O H©O) nf w/f w/f
6
sci H(©) H(©) H@O© H@O H®O H (0)
int H(©) H(©) H©O) nf nf n/f
7
sci H (0) H (0) H (0) H (0) H (0) H (0)
int H (0) H (0) H (0) n/f n/f n/f
8
sci H(©) H(©) H@O© H@O H®O H (0)
int H(©) H(©) H(©O) of it wif
9
sci H (0) H (0) H (0) H (0) H (0) H (0)
int H (0) H (0) H (0) n/f n/f n/f
10
sci Sp+  Sp+ (D) H@© H@O H©O H (0)
(1
int H (0) H (0) H (0) n/f n/f n/f

Symptom description was registered in scion (sci, bold) and interstock (int, italic) of each plant at 14, 28, and 55 days post-
inoculation (dpi). The three groups of triple plants with ihpCP-10, ihpCP-15 and non-tg interstocks are separated. Symptom
abbreviations: Sp = spots; V = variegation; F = flecking; S = shock; H = healthy (asymptomatic); n/f = no foliage. Severity:
+ = mild; ++ = moderate; +-+-+ = severe. Highlighted samples (bolditalic) correspond to the symptoms shown in pictures of
Fig. 3. Each symptom status was quantified with a score (in parenthesis). Scores were calculated for interstocks and scions divided by
the total of individuals per group of triple plants. Ratios were plotted in Fig. 4a

were obtained with the ihpCP-15 triple plants. In
ihpCP-10 plants the same behavior was observed (data
not shown). Northern blot analysis showed a clear

difference between infected and non-infected non-tg
interstock (left panel) and non-tg scion (right panel),
having no siRNA accumulation before inoculation,
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Fig. 3 Psorosis symptom displayed by the triple plants
challenged with CPsV 90-1-1 in the interstock. Different tissues
of triple plants at 28 days post-inoculation (dpi). a Faint spots in
ihpCP-10 tissue (Sp+, score 1). b Faint spot and variegation in
non-tg scion on ihpCP-10 interstock (Sp+, V+, score 2). ¢ Faint
spots in non-tg scion on ihpCP-15 tissue (Sp+, score 1). d Faint
spots and mild flecking in non-tg scion on ihpCP-15 (Sp+, F+,
score 2). e Moderate spots and mild variegation in non-tg tissue
(Sp++, V+, score 3). f Severe shock in non-tg tissue (S+++,
score 6). g, h Moderate spots and severe flecking in non-tg tissue
(Sp++, F+++, score 5)

but high level of the siRNA after CPsV infection,
likely produced by virus-induced gene silencing in
infected non-tg control. Moreover, similar band
intensity was observed in the ihpCP interstocks before
and after inoculation (left panel), suggesting no siRNA
contribution from VIGS, with very low or no virus
multiplication in the inoculated ihpCP interstock.
These results indicate that the ihpCP interstock
probably controls the infection at early stages, imped-
ing CPsV detection and symptom expression.

Triple plants show lower tolerance to CPsV
but fast recovery when inoculated in the non-tg
scion

Given the strong tolerance response found in both,
resistant interstock and non-tg scion when triple plants
are graft-inoculated with CPsV in the interstock, we
wondered about the behavior of these plants when they
are inoculated in the non-tg scion. To that effect, 12
replicates of each triple plants were prepared: with
ihpCP-10, ihpCP-15, or non-tg interstock; all of them
with a non-tg Sweet Orange scion. The challenge was
performed by CPsV-grafting in the non-transgenic
scion in 10 replicates per group, and two individuals
remained as non-infected controls. The plants were
analyzed at 31 and 71 dpi in young leaves after
pruning. The psorosis symptoms observed in each
plant are detailed in Table 3. Symptom scores and
virus accumulation were determined mainly on scions
(Fig. 5), since most of the interstocks did not develop
foliage in this experiment (see Table 3). Figure Sa
shows that at 31 dpi all the groups exhibited high
relative symptom scores (6.0, 4.9 and 5.25 for scions
onto ihpCP-10, -15 and non-tg, respectively), with
CPsV infection confirmed by RT-PCR. However, at
71 dpi, both groups of scions grafted onto ihpCP
interstocks had a significant drop in symptom expres-
sion score (1.8 for triple ihpCP-15 plants and 2.2 for
triple ihpCP-10) compared with the score of non-tg
control (5.0). Except for one plant, at 71 dpi (second
flush), all scions of the triple ihpCP plants showed less
viral titer than the non-tg controls correlating with the
symptom scores. Triple plants were analyzed as
groups by pairwise Tukey’s test with p value < 0.05,
and the average of relative copy numbers of scions
onto ihpCP interstocks was significantly lower than
the ones grafted onto non-tg (Fig. 5b). Non-inoculated
controls remained asymptomatic and negative for
CPsV detection during the entire period. The results
suggested that CPsV infection was controlled in triple
ihpCP plants with respect to non-tg controls at the
second flush, indicating that the signal generated in the
interstock and translocated to the scion likely con-
tributed to psorosis protection, by triggering recovery
in the non-tg scion.
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Fig. 4 Analysis of triple plants inoculated with CPsV 90-1-1 in
the interstock. Left panels: interstocks. Right panels: non-tg
scions of the triple plants. a Psorosis symptom evaluation versus
time. Relative symptom score was calculated as indicated in
Table 2, in triple plants with transgenic ihpCP-10 (red) and -15
lines (blue) and non-tg interstock (black), at three successive
times: 14-, 28- and 55-days post-inoculation (dpi). b CPsV
detection in CPsV-inoculated (i), and non-inoculated tissue (ni)
at 55 dpi. Quantitative detection of CPsV CP protein by TAS-
ELISA. OD'/OD" represents the average value of OD at 492 nm
of individuals in technical triplicates (OD'), divided by the
average healthy control (OD). The dotted line indicates the cut-

Discussion
We have previously shown that lines ihpCP-10 and -

15 resulted in high level of CPsV resistance (Reyes
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off point (OD/OD" = 3). Standard error is indicated on top of
each bar. Bottom panel indicates RT-PCR results: positive (+)
or negative (—) for CPsV RNA1, RNA2, and RNA3 (outside the
hairpin). ¢ siRNA-ihpCP accumulation in triple plants at 55dpi
determined by Northern blot using a 0->?P-UTP labeled ihpCP-
derived oligonucleotides as probes. Ethidium bromide-stained
rRNA is shown as a loading control. DNA oligonucleotide of 30
nt was used as molecular weight marker. Bands of ihpCP-siRNA
are indicated by arrows. Sample order: non-tg interstock non-
inoculated (ni) and CPsV-inoculated (i), ihpCP interstock (line
15) ni and i (left panel); and non-tg scion onto ihpCP interstock
ni and i (right panel). (Color figure online)

et al. 2011; De Francesco et al. 2017). In this work we
have assayed these lines to test their resistance when
used as interstock of a triple plant, with non-tg
rootstock and scion. The ihpCP-10 and -15 interstocks
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Table 3 Symptom scores in triple plants challenged by CPsV in the scion

Plant #/ ihpCP-10 ihpCP-15 non-tg
dpi
31 71 31 71 31 71
1
sci H (0) H (0) S+ Sp+ 4) H (0) Sp+ S++ (6) Sp++ S+ (6)
int n/f n/f n/f n/f Sp+ (1) Sp+ (1)
2
sci Sp++ (2) H (0) S++ Sp+ (6) S+ Sp++ (6) Sp+++ Ft++ S+++  Sp+++ S+++
(12) )
int n/f n/f n/f n/f n/f n/f2
3
sci S++ Sp++ (7) H (0) S+ Sp+++ (7))  Sp+++ (3) n/f n/f
int n/f H (0) n/f n/f n/f n/f
4
sci n/f H (0) S+ Sp++ (6)  Sp+ (1) S+ Sp+++ (1) S+ Sp+++ (7
int n/f H (0) n/f n/f n/f n/f
5
sci S+ F++ Sp+++  Sp++ (2) S++ Sp+++  Sp++ (2) S+++ Sp+++ (9) F+ (1)
) (®)
int Sp+ (1) n/f n/f n/f n/f n/f
6
sci S+ Sp+++ (7) Sp++ (2) H (0) H (0) H (0) n/f
int F++ (2) H (0) n/f H (0) n/f n/f
7
sci S+ F++ Sp++(8) S+ Sp+++ S+ Sp++ (6)  F++ Sp++ S++ Sp+++ (8) Sp++ (2)
) G}
int n/f n/f n/f n/f n/f n/f
8
sci S+ Sp+++ (7) F++ (2) S+ Sp++ (6)  H(0) H (0) n/f
int n/f n/f n/f n/f n/f n/f
9
sci S+ Sp+ (5) Sp++ (2) S++(5) H (0) H (0) n/f
int n/f n/f n/f H (0) n/f n/f
10
sci S+++ Sp+++(9) S+ Sp+++ Sp+ (1) Sp++ (2) n/f n/f
)
int H (0) n/f n/f n/f n/f n/f

Symptom description was recorded in scion (sci, bold) and interstock (int, italic) of each plant at 31 and 71dpi. The three groups of
triple plants with ihpCP-10, ihpCP-15 and non-tg interstocks are separated. Symptom abbreviations: Sp = spots; V = variegation;
F = flecking; S = shock; H = healthy (asymptomatic); n/f = no foliage. Severity: + = mild; ++ = moderate; ++-+ = severe. Scores
are indicated in brackets. Score were calculated for each group of scions and divided by the total of individuals per group. Ratios

were plotted in Fig. 5

were resistant, which supports the idea that vegetative
propagation of these lines conserved the capacity of
protection against CPsV since the generation of the
ihpCP mother plants more than 10 years ago. We also
found that these transgenic interstocks were able to

protect the non-tg scion when graft-inoculation was
done in the interstock.

We analysed silencing status in bark tissue from
citrus branches, which are mostly constituted by
vasculature, indicating that ihpCP-siRNA and
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Fig. 5 Analysis of triple plants when challenged with CPsV
90-1-1 in the non-tg scion. a Psorosis symptom evaluation
versus time in the non-tg scions grafted onto ihpCP interstocks,
or onto non-tg controls, expressed as relative symptom score
calculated as indicated in Table 3, in triple plants with
transgenic ihpCP-10 (red) and -15 lines (blue) and non-tg
interstock (black), observed at 31 and 71 days post-inoculation
(dpi). b CPsV molecular detection in scions of triple plants
CPsV-inoculated (i), and non-inoculated (ni) at 71 dpi
determined by RT-qPCR with primers outside the hairpin and
expressed as relative copy number (CP copies by 100 copies of
ubiquitin), in non-tg scions onto ihpCP-10, ihpCP-15 and non-tg
interstocks, respectively. Each individual was tested, and the
copy number was averaged whiting each group. The upper bars
indicate the standard error. A pairwise Tukey’s test was
performed with p value < 0.05 (upper letters a and b). (Color
figure online)

ihpCP-transcript could be synthetized in the vascular
tissue and/or is mobilized systemically from the

@ Springer

transgenic leaves (source) to the non-tg tissue (sink).
In Arabidopsis thaliana, Molnar et al. (2010)
described that siRNA were three orders of magnitude
less abundant in the recipient tissue than in the source
tissue. We have found that increasing the distance
from the interstock leaves (source of ihpCP-tran-
script), there is a decrease of 2 and 3 orders of
magnitude in ihpCP-transcript abundance, indicating
it is moving and diluted through the tissues. Based on
studies with non-cell autonomous small RNAs,
Dunoyer et al. (2010) supported the hypothesis of
siRNAs as signal, but also mentioned that transcript
translocation could not be discarded. Transport of
functional mRNAs from one tissue to another and
through the graft has been described in several systems
(Kehr and Buhtz 2008; Stegemann and Bock 2009;
Spiegelman et al. 2013). Since ihpCP-transcript
detection has been performed by amplification of a
113 bp-fragment, which is shorter than the whole
transcript, we cannot confirm which one is trans-
ported: the ihpCP-transcript or its smaller products
processed into siRNAs, which translocate and trigger
silencing in distal target cells.

Dalakouras et al. (2011) found that insertion of the
hairpin in a different locus has changed the processing
and resulting silencing. In our work, ihpCP-15 line
provided stronger protection than ihpCP-10 line as
interstock, with consistently lower symptom severity
and higher recovery rate, confirming the higher
performance of ihpCP-15 line previously reported
(Reyes et al. 2011; De Francesco et al. 2017).
However, no correlation between ihpCP-siRNA/tran-
script level and resistance could be established. In this
work we also analyzed and compared the ihpCP-
transcript expression level in both lines as interstock,
and again no significant difference was found between
them.

We demonstrated that ihpCP transcript or its
processing products could translocate through the
scion and induce silencing of the CP-target, which led
to the hypothesis that the ihpCP-interstock may
protect an inoculated non-tg scion. However, when
the infection was initiated in the non-tg scion, the
interstock did not protect the scion at the beginning of
the infection (first flush, 31 dpi). Graft-inoculum was
selected for high virus accumulation to ensure infec-
tion, which may upload much more virus CP mRNA
than the CP mRNA expressed in the CP-18 line (Zanek
et al. 2008). Thus, it is likely that the protection
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conferred by ihpCP interstocks can be overwhelmed
by a high viral load grafted on the non-tg scion,
although not for the tg interstock, which is highly
resistant. In this sense, thinking that one of the
candidates for CPsV transmission is Olpidium spp., a
soil-borne vector (Moreno et al. 2015), and consider-
ing that this vector could load much less amount of
virus than a graft-inoculation, we can hypothesize that
virus multiplication or its dissemination in the scion
would be controlled by a ihpCP rootstock.

Plants develop mechanisms of innate immunity
against virus, such as recovery, seen when plants can
control disease development after systemic virus
infection, and stop or diminish symptom expression
in young leaves (MacDiarmid 2005; Jovel et al. 2007).
This phenomenon is explained as an antiviral defense
mechanism, also based on silencing (Li and Ding
2006; Ma et al. 2015). Across both trials in this work,
scions of ihpCP triple plants challenged in the ihpCP
interstock (Fig. 4) or directly in the scion (Fig. 5)
manifested recovery, while non-tg controls developed
severe symptoms along the entire evaluation period,
indicating that transgenic protection includes recov-
ery. The protection was higher when the inoculation
was performed in the transgenic tissues (interstock)
than in the non-tg scions, suggesting that the success of
the resistance is subject to the silencing level: if the
virus infects a transgenic tissue, with the silencing
already established, the infection is easily blocked.
However, if infection happens in a non-tg tissue, the
infection overcomes the defence mechanism. Then,
pre-activation of the RNA-silencing machinery along
with a minimum accumulation of siRNA molecules
targeting viral RNAs prior to virus exposure on non-tg
tissue, is likely the key factor for virus resistance. Viral
load and mechanism of delivery are also critical
considerations in challenging ihpCP plants.

We did not include data from the non-tg Rough
Lemon rootstocks, since those tissues constituted the
main trunk of the plants, and thus developed few
leaves in some occasions or no foliage at all. In those
few samples, we observed complete absence of
symptom expression and CPsV detection was negative
in rootstocks when the inoculation was performed in
the interstock (data not shown). This suggests that the
protection provided by the ihpCP-interstock was
conferred to both, scion and rootstock of triple plants,
and means that resistance could be transmitted bidi-
rectionally by grafting in these triple plants.
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