INCIDENCIA DEL VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS EN VENEZUELA'

G. PLAZA™
R, LASTRA**
JE MARTINEZ***

Citrus tristeza virus was detected by ELISA in 33% of the citrus trees tested in
Aragua, Carabobo and Yaracuy states. Virus-like particles with the shape and size of
CTYV were visuglized by electron microscopy. The severe symptoms resulted in the
decline and collapse of the affected trees High infestation with the aphid Toxoptera

citricida K. was found in all surveyed areas.

Introduccion

| n Venezuela se plantan comercialmente cerca
de 40000 ha de citricos, ubicades principal-
# mente en los Estados Aragua, Carabobo y Yara-
cuy. La mayoria de fas variedades sembradas estdn in-
jertadas sobre naranja agria (Citrus aurantium 1.) pa-
tron que es preferido por los cultivadores debido a los
altos rendimientos, calidad de los frutos y su resisten-
cia a la pudricion de fa rafz, cansada por Phiyrophtho-
ra spp. En los ditimos dos afios la produceion ha des-
cendido debido a la presencia del virus de la tristeza
de los citricos (CTV).
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En 1950 se reportd en Venezuela una marchitez en
fos drboles de citricos, no obstante, la etiologia de la
enfermedad no estaba clara, debido a que el diagndsti-
co se baso solamente en la sintomatologia (3). La tris-
teza de los citricos {CTV) se menciona por primera
vez en Venezuela en 1960, sin embargo la enfermedad
estaba resiringida séio a unos pocos drboles en
un drea peguefia (6). La razdn principal para la focali-
zacion de la enfermedad se debid a que el vector
Toxoptera citrivida K. no estaba presente en el pais

Durante 1975 y 1976, T citricida se identificd
en las fronteras con Brasil y Colombia (7), el dlido se
expandié rdpidamente en Venezuela y hoy en dia se
erlcuentran altas poblaciones en casi todas las planta-
ciones de citricos La primera epidemia de la enferme-
dad comenzo en 1980, en el Estado Yaracuy y el vi-
rus fue identificado mediante el injerto a plantas indi-
cadoras, serologia y microscopia electrdnica (2, 7).

En este estudio se han muestreado las dreas mds
importantes de produccidn de citricos, para determi-
nar iz presencia de CTV y su distribucidn en Venezue-
la

Materiales y métodos
Las plantaciones de citricos fueron muestreadas en
las principales dreas cultivadas del pais. Se colectaron

muestras compuestas de drboles que presentaban sin-
tomas de la enfermedad y de drboles sanos en dreas
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cercanas 8 éstos. Los brotes jovenes de 10 cm de lar-
go, se zuardaron en bolsas pldsticas en hielo hasta lle-
gar al laboratorio para los andlisis Las muesiras se
guardaron a 4°C y se procesaron a los pocos dias de
haber sido recibidas.

El tejido de la corteza fue macerado en un meriero
o usando un homogeneizador de teiidos (Tissumizer,
Telkmar Co., Ohio, USA) a una dilucidn 1/20 (p/v)en
PBS-tween, pH 7 4, conteniendo 2% polyvinylpyrro-
lidone (PVP40)} para ensayos de inmunocabsecrcion
cen una enzima conjugada (ELISA) Para pruebas de
inmunodifusién con SDS, el tejido de la corteza fue
macerado v diluido 1/20 (p/v) con O 5% sodio dode-
cil suifato (SDS) (5). El antisuero usado en todas las
pruebas fue preparado en contra del aislamiento T4
de Florida (enviado gentilmente por el Dr. § M
Garnsey) La téenica usada para ELISA fue una modi-
ficacion del procedimiento de Clark y Adams, especi-
ficamente para CTV (1) Cada muestra fue analizada
por duplicado, utilizindose extracto de corteza de
plantas sanas de Citrus aurantifolia {CHR) Swingle,
provenientes de los invernaderos y bufer PBS-tween
pH 74, como controles. Los platos de ELISA fueron
leidos visualmente y medidos en espectrofotometre
a 405 nm_ Lecturas mayores de ¢ 4 fueron considera-
das positivas ya que los controles nunca fueron mayo-
res de 0.2

En {os estudios de microscopia electronica se utili-
24 tejido de nervadura central macerado en agua Re-
jillas de 400 mesh, cubiertas de una pelicuia de colo-
dign vy carbdn, se flotaron sobre el extracto de tejido,
enjuadas v coloreadas negativamente, usando 2% dci-
do fosfotingstico (PTA) Las rejillas fueron examina-
das en un microscopio electrdnico JEOL 100 B

Et virus de la tristeza de ios citricos fue transmiti-
do de plantas sospechosas a plintulas de Cirrus limon
injertando tejido foliar (4); las plantas injertadas fue-
ron cclocadas en un invernadero libre de insectos has-
ta el desarrolio de fos sintomas

Resultados

En los tres estados muestreadaos se encontraron dr-
boles con amarillamiento general del foilaje y anorma-
lidades a nivel de la unién patrén-injerto, tales como
“panal de abeja™ (honey combing), lo que sugirio fa
presenciz de CTV. Algunos de estos sintomas fueron
observados en las siguientes combinaciones patrén-
injerto:  Valencia/naranja agria; Pineapple/naranja
agria: California/naranja agris; Valencia/mandarina
cleopatra. Algunas de las plantas que mostraban sin-
tomas severos dieron resultados negativos cuando se
realizé la prueba ELISA También algunas plantas
aparentemente sin sintomas dieron resuitados positi-

vos con la misma prueba, estas plantas mostraron sin-
tomas de la enfermedad en observaciones subsiguien-
tes y algunas veces colapso de las mismas en pocas se-
Mandas.

Las pldntulas de Citrus limon, inoculzdas con teji-
do foliar de algunas de las plantas que mostraban sin-
tomas severos, desarroilaron un aclaramiento de las
nervaduras, aproximadamente 5 meses después de in-
jertadas las plantas probadas resultaron positivas,
cuando se les realizd la prueba ELISA y también se
vieron fdcilmente las particulas del virus al microsco-
pio electrénico. Los valores de absorbancia considera-
dos positivos para ELISA, fueron entre 04-2.3, en
todas las pruebas, ya que los valores de los testigos ne-
gativos nunca fueron mds altos que 0.2 Todas las
plantas fueron probadas por ef método ELISA, y las
gue resultaron fuertemente positivas con esia prueba,
también reaccionaron con una clara linea de precipi-
tacion en las pruebas de inmunodifusién con SDS
Particulas filamentosas caracteristicas de CTV fueron
observadas al microscopio electrénico en preparacio-
nes de extractos provenientes de muestras positivas.

Las edades de ios drboles en las plantaciones mues-
treadas estaban comprendidas entre 5 a 15 afios. To-
das las infecciones fueron comprobadas durante los
tltimos dos afios De los tres estados muestreados el
mids alto porcentaje de drboles infectados fue encon-
trado en Yaracuy (68.6% ), seguido por Aragua
{54 3% } y Carabobo {43 8% ) No obstante, hay indi-
caciones de que la enfermedad estd también presente
en el estado Monagas, al este del pais, ya que se ha en-
conttado el T’ citricida K.y una sintomatologia simi-
lar a la de CTV en esa drea,

Todas ias combinaciones patrén-injerto mds co-
minmente usadss en Venezuela fueron encontradas
infectadas por la enfermedad (Cuadro 1),

Discusién

Fl virus de la tristeza de los citricos fue identifi-
cado en Venezuela en 1960, la enfermedad estuvo
localizada en un drea muy pequefiz, con muy pocos
arboles afectados (6} Una posible explicacion para
esta localizacion fue la ausencia en Venezuela de un
vector eficiente del virus de ia tristeza Desde 1975 a
1976, cuando al dfido Toxoptera citricida K fue re-
portado por primera vez en Venezuela, se esperaba un
fuerte brote de la eafermedad En 1980, el mal se
enconird por primera vez en plantaciones comercia-
les {2, 7) vy a pesar de las medidas cuarentenarias to-
madas para erradicar este brote, la enfermedad se
expandid rdpidamente Durante los diltimos dos aflos
s¢ ha incrementado la cantidad de drboles afectados
en lzs principales plantaciones de los estados costeros.
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Cuadro 1. Especies y niimero de drboles de citricos infectados con CTV,

Nimero de drboles (positivos/N°® de muestras)

Especie o hibrido/patrdn Aragua’ Carabobo! Yaracuy' Total

Valenciz/naranja agria

(C sinensis L.JC. aurantim L} 957170 1437296 174/252 412/718

Washington nivel/naranjs agria

(C sinensis L.[C aurantivun L.} 13/39 16/87 6/12 35/138

Pineapple/naranja agria

{C sinensis L.JC aurantium L.} 36/55 55097 &8/6 97/158

Tangor/nasanja agria

(C sinensis L x C reticulaia blanco/C aurantiem 1) 01 0/4 0/1 /e

Tangorflimon rugose

(C sinensis £ x C reticulotn YlancofC jambliri Lush) 172 —f? - 172

Valencia/mandarina cleopatra

(€ sinensis L. [/C. reticulata blanco) - 0/4 - 0/4
Total 145/267 214/488 1861271 545/1026

} localidades muestreadas: Aragua 57, Carabobo 76, Yaracuy 53.

2 - no probadas.

La ripida diseminacion de la enfermedad, posible-
mente se debid a las altas poblaciones de T. citricida
K. encontradas en todas las dreas muestreadas. Otro
factor importante es gue la mayoria de los drboles
estdn injertados sobre naranja agria, la cual es muy
susceptible a la enfermedad.

Algunas plantas murieron a las pocas semanas des-
pués del inicio de los sintomas, sin embargo otras
mostraron sintomas suaves y continuaron fructifican-
do. Par lo tanto, existe la posibilidad de que en Vene-
zuela estén presentes diferentes cepas de este virus,

No se estudiaron asociaciones de CTV con otras
enfermedades de citricos, no obstante, la pudricion
de las raices producida por Phytophthora spp y sin-
tomas parecidos a los de Psorosis, fueron observados
en algunas fincas. Estamos conscientes que otras vi-
rosis deben estar afectando este cultivo en Venezue-
Ia, como es el caso particular de plantas injertadas so-
bre mandarina cleopatra, que presentan sintomas de
virosis, resultande todas las pruebas negativas para
CTV. Como este patron es tolerante a CTV, posible-
mente estas plantas deben estar infectadas con otros
virus.

En vista de la severidad de la enfermedad y la rdpi-
da expansién de la misma, deberia desarroilarse un

programa de certificacion de yemas y seleccion de pa-
trones tolerantes a tristeza para Venezuela,

Resumen

El virus de la tristeza de los citricos fue identifica-
do seroldgicamente mediante la técnica ELISA, en
53% de los drboles de citricos examinados en los es-
tados Aragua, Carabobo y Yaracuy. Particulas virales
con la forma y tamafio correspondientes al virus de la
tristeza fueron observadas al microscopio electronico,
en preparaciones provenientes de plantas que mostra-
ban sintomas de laz enfermedad. L os sintomas mds se-
veros causaron marchitamiento y colapso de fos drbo-
fes afectados Una alta infestacion con el dfido
Toxoptera citricida K. se encontrd en todas las dreas
examinadas.
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