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ABSTRACT

The present work was carried out at the experimental
field of the Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
Nacional de Asuncion, in San Lorenzo, Paraguay. The
main aim of this investigation was tc determine the
severity and presence of the Citrus Tristeza Virus (CTV-
Closterovirus) in selected grapefruit clons, by
developeny the biological indexing o the indicative
plant, Mexican lime (Citrus auraniifolia (Chrisim.)
Swing). The experiment was developed from November
2005 through February 2007, If were selected 5 {five)
gapefruit clons (Cifrus paradisi Maci.) from Concepcion,
and another 5 cions from San Pedro. They were
previously obfained from select works at the Biology
department FCA/UNA. As rootstocks, it was used sour
orange plants (Citrus aurantium 1.) obtained by seeds.
ncide them was grafted the grapefruit cions. As far as
the spourtness reached the height of 15 to 20
centimeters, it was laterally grafted with the indicative
plant. The Mexicam lime {Citrus aurantifolia (Christm.)
Swing) obtained from the aphid Prof. Screerhouse. H
was proved the presence of the CTV in all the analized
plants, but with loft signs. It was also proved the absence
of stem pitting signs in the stem of different studied clons.

RESUMEN

El presente trabajo fue realizado en el campo experi-
mental de la Facultad de Ciencias Agrarias, Campus
de fa Universidad Nacional de Asuncidn, en la ciudad
de San Lorenzo, Republica del Paraguay. La finalidad
principal de esta investigacion fue la de detectar la pre-
sencia y severdad del virus de la tristeza de los citricos
{CTV- Closteravirus), en clones selecciohados de po-
melo a fraves del test bioldgico usando como planta
indicadora limon sutil (Citrus aurantifolfa (Christm.)
Swing). El experimento se desarrelid entre noviembre
2005 a febrero de 2007. Se seleccionarcon 5 clones de
pomelo (Citrus paradisiMact.) de Concepcion y 5 clones
de San Pedro, previamente obtenidos en trabajos de
seleccion del departamento de Biologia FCA/UNA.
Como portainjerto se utilizaron plantas de naranjo agrio
(Citrus aurantium 1), obtenidos por semiilas, en los cua-
les se injertaron los ciones de pomelo, cuando las
brotaciones de las yemas injertadas alcanzaron una
altura de 15 & 20 cm se injerts lateralmente la planta
indicadora. £l limon sutil, fue obtenido de la casa de
malias anti-&fides. Se observaron los sintomas de
clorosis nervial y acanaladuras en los tallos. Se demos-
trd 1a presencia del CTV en todas las plantas analiza-
das, pero con sintomas suaves, ambién se demostrd
la ausencia de sintfomas de acanaladuras en el lefio en
los diferentes clones estudiados.
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INTRODUCCION

Las enfermedades producidas por virus, viroides y otros
organismos similares producen importantes pérdidas
economicas en log citricos de todo el mundo. Algunas
enfermedades provocan la muerte de las plantas v ofras
disminuyen la produccién y la calidad de la fruta, cau-
sando pérdida de vigor y longevidad de [a plants, los
sintomas producidos son sistemicos 0 sea se encuen-
tran distribuidos por toda la planta. Los virus y vircides
son parasitos obligades de las células gue pueden mul-
tiplicarse solamente en células huésped vivas (Milne et
al, 2003).

Enitre las enfermedades virésicas principales que afec-
tan a los citricos esta la tristeza, transmisible por
pllgones, que causa la muerte de los arboles de naran-
jos (Citrus sinensis 1. Osbeck), mandarinos (Citrus
reticulata Blanco) y pomeles (Citrus paradisi Mact) cuan-
do scn injertados sobre naranjo amargo (Citrus
agrantium L.); la exccortis, producida por un viroide,
proveca enanismo de los &rboles vy disminucion de la
cosecha; la psorosis, gue produce declinamiento, pér-
dida de vigor, la xyloporosis, que causa disminucicon de
la cosecha (Navarro, 1978).

Unc de los virus de mayor impertancia es |a tristeza de
los citricos {CTV.closterovirus), diseminada en la ma-
yoria de las areas cifricolas del mundo y en el Para-
quay, donde es practicamente una enfermedad ende-
mica, afeciando sobre todo a especies sensibles como
el pomelo (Citrus paradisi Mact.) v la naranja {Citrus
sinensis L.). El virus gue causa la enfermedad de Ia
tristeza de los citricos (CTV), pertenece al grupo de los
closterovirus {virus filamentosos flexuosos) de unos
2.000 nmdelargopor 10-12 nmdeancho, sugenoma
esta constituido por &cido ribonucleico de cadena sim-
ple { ssARN} { Cambra et al, 1881} (Timmer et at, 2000}

El CTV provoca e blogueo de los haces conductores
de savia en el ambito de la linea de injerto y los arboles
injertados sobre naranjo amargo decaen al infectarse.
De ahi, el nombre de «iristeza», ya gue los arboles se
marchitan y llegan a morir. Este decaimiento puede ser
lente, sucediende g lo large de meses o pocos aflos 0
repenting, unos dfas, tipo colapso. Al final, los arboles
mueren ¢ quedan improductives con produccion infe-
rior & la normal y frutos de menor calibre (Cambra,
2000). El virus de 1a tristeza de los citricos produce una
clorosis nervial y acanaladuras en la madera. Produce
tambien amarillamiento de plantas francas de pomelos
y naranjos. '

Duran-Vila & Moreno (2000}, indican que el sintoma
de clorosis nervial y acanaladuras o «Stem pitling» en
la madera se manifiesta en distintas especies de ¢itr-
cos, cultivadas como plantas francas o injertadas so-
bre cualguier patron, enfre las especies mas sensibles
estan fas limas acidas como 1a lima de Meéxico o mas

conocida en Paraguay come limon sutil, (Citrus

aurantifolia (Christm.) Swing), entre 1as especies mas
tolerantes estan los mandarinos. La clorosis nervial
consisie normaiments en amarilamiento discontinue de
los nervios secundarios, pero los aislados mas virulen-
tos pueden dar lugar a una suberizacion generalizada
de las nervaduras. Las hojas afectadas pueden mos-
trar epinastia en sus estadios inmaduros, gue suegle
desaparecer al expandirse la lamina,

En el lefo luego de retirar 1a corteza se observan de-
presiones alargadas o cortas, muchas veces impreg-
nadas por una subsiancia marron, esios canales son
encontrados tanto en troncos como en ramas finas,
chservados muchas veces sin retirar la corteza, cono-
cido como stem pitting (Muller, 1976)

Enla naturaleza el CTV es transmitido por afidos, sien-
do el mas eficiente ei {Toxoptera cilricida K., lo realiza
en forma semipersistente, ia otra forma de fransmision
ia provoca el hombre con los injertos,

En el manejo del CTV resulta importante la deteccion
del mismo asl como determinar ta severidad de las
estirpes o razas locales, de modo a realizar programas
de manejo de ia enfermedad mediante la proteccion
cruzada o preinmunizacion.

Por io expuesto, éste trabajo tiene como finalidad diag-
nosticar la presencia del VTG, en las plantas de pome-
los, seleccionadas en los Departamentos de San Pedro
y Concepcion. Asi como, deferminar la severidad de
1as estirpes encontradas en los clones seleccionados.

MATERIALES Y METODOS

El experimentc se llevd a cabo en el Campo Experi-
mentai det Departamento de Biologia de la Facultad de
Ciencias Agrarias, Campus Universitaric de la Univer-
sidad Nacional de Asuncion, en ia ciudad de San Lo-
renzo, RepUblica del Paraguay, en el periodo compren-
dido de noviempre de 2005 a febrero de 2007.

Seleccion de clones de pomelos

La seleccién de los clones de pomelo (Cifrus paradisi
Macf.), en los departamenios de San Pedro (SP)y Con-
cepcion (CN) se realizd en frabajos prevics desarroifa-
dos por el Departamento de Biologia de la FCA/UNA.
Se utiiizaron 5 (cinco) clones por cada departamento,
para realizar el presenie experimento, En la Tabla 1 se
aprecian el departamento, la localidad y edad de cada
clon seleccionado.
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TABLA 1. Selecciones de clones de pomeio

(Citrus paradisi Macf.}.

CSELECCION DEPARTAMENTO | LOCALIDAD | EDAD (ANOSy*

UN-1 Concepeion AToyito 33
TN Concepeion AfToyito 3G
77777777 -3 Concepcion Tacuara 20

ON-S Concepeion Horgueta 23

N6 Concepeidn San Antonio 25

(Horgueta}l

5P San Pedro Naranjaty 25

SPe2 San Pedro Barbero 40

S San Pedro Barbere ; kit
i B B SanPedro ) Barbero R I
' C5Pass San Pedro Barbero 33

*idad estimada por Jos productores focales

Material biologico (Portainjerto)

Se usaron los patrones ¢ portainjertos de naranio agrio
{Citrus auranfium L), en el experimento se utilizaron
cien plantas de Apept Caazapa, elegidos por sus ca-
racteristicas sobresalientes, como tolerantes a exocortis,
psoriasis, xyloporosis y gomosis, resistente a sequia,
asfixia radical, elc., obtenidos de semillas gue se sem-
braron en macetas plasticas de 30 X 12 cm en un
sustrato compuesto por: 30% de estiércol, 70% de sue-
lo franco arenoso. Cuando las plantas tuviercn entre 60
a 70 cm (6 a 8 meses) se procedic al injerto.

Inferto de clones seleccionados de pomelo

Los clones de pomelos fuarcn obtenidos injertando ye-
mas de las plantas seleccionadas, por el método de T
invertida, Se realizd un corte de T invertida en el tallo
a una altura entre 15 a 20 cm desde la base del
portainierte, se colocd la yema de pomeio en su inte-
rior y se cubrid con cinfa piasiica. Los clones se identi-
ficaron con etiquetas.

Método de deteccitn def virus

La deteccion del VTC se realizd utilizando como planta
indicadora al limén sulil {Citrus aurantifolia Christm.
Swing) obtenidas de la casa de malla anti- afidos, Cuan-
do las brotaciones del pomelo injeriades sobre &l na-
ranjo agrio alcanzaron una altura de 15 a 20 cm, se
procedio al injerto lateral de varetas de 10 cm de largo
del imon sutél, de modo a observar los sintomas del
virus de la tristeza de los citricos en las nuevas
brotaciones. Para clasificar los sintomas del CTVen fa
planta indicadora imon sutil se utilizo la escaia pro-
puesia por Carvatho et al. (1897}, que establece ios
sintomas de clorosis nervial en fa siguiente escala

- Suaves {frazes muy déhiles de clorosis nervial, ) (+)

- Severas (clorosis de ia vena) (++)

- Muy Severas (clorosis nervial intensc inclusive hasta
formar suberizacion de las nervaduras) (+++)

Las evaluacicnes para identificar 1a clorosis nervial se
realizaron durante 2 meses desde la primera aparicion
de sintomas, la misma consistio en la observacion de
cada hola a contra luz para la parcepcion de los sinto-
mas tipicos del CTV.

Estudio de fa severidad del CTV en los clones se-
feccionados

Para determinar ia severidad de la raza de CTV se uti-
liz6 el método propuesto por Carvathe et al, (1997), ver
Tabla 2, para lo cual se midié la intensidad de las
acanaladuras en el lefio de las ramas de aproximada-
menie 16 meses de edad, segun la escala siguiente:

TABLA 2. Escala propuesta por Carvalho et al,
(1997}, para ei Stem Pitting.
NEMEROS DE |
ESCALA fk‘:(;l(:,;’lli?\l(‘) } DESCRIPCION DE

e b CANALES

1 1t o Sincanales

I boa 1s Canales leves

3 0 A Canales moderados

3 a0 Canales fuortes

4 3ta R I Canales severos

5 Cublerto tolabmente ' Canales mmy soveros

Fucnte: Carvaltho ot gl {1997

La evaiuacion del estudio se llevd a cabo mediante la
observacion minuciosa de cada pedazo de talic de
aproximadamente 15 a 20 cm de iongitud y con un dia-
metrode §,9a 1,2 cm.

Las observaciones se realizaron de brotes de planias
de campo, asi como en fas brotaciones de los blogues
de plantas yemeras en ef predio del campo experimen-
tai de la FCA

v

ResuLTapos Y Discusion

Deteccion del CTV en clones seleccionados

Los resultados obtenidos de las pruebas biologicas
{indexing) de fos 5 clones de San Pedro y de Concep-
cidn mostraron la aparncion de sintomas de la clorosis
nervial en todas las planias analizadas, lo que demues-
tra, que el virus de la iristeza de los citricos esta am-
pliamente diseminado en las regiones estudiadas,

Estos resultados coinciden con los trabajos de Gonzalez
et al, (1897}, donde se encontrd un 100% de infeccion
en la distribucion del virus en la region Criental del
Paraguay Esta situacion se deberia a ia eficiencia del
pulgdn negro de ios cifricos (Toxoptera citricida Kj, en
diseminar et virus (Timmer et al, 2000),

Los resultados obtenidos estan listados enta Tabla 3 y
4, donde se observa que en todos los clones estudia-
dos los sintomas resultaron ser suaves.
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TABLA 3.

Resuitados obtenidos del diagnostico
de la presencia del CTV en clones se-
teccionados de pomelo (Cifrus paradisi
Macf) del Departamento de San Pedro
- Paraguay. San Lorenzo, 2007.
CLONES — BIAGNOSTICO |

oty PRUEBAS

SELECOIGNES SEVERIDAD | BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO

) | San Padrn 3]

sz San Pedro G I
SP-4 San Pedro N h } N
SPeALd San Pudve € +
Si0.3 San Pedio L6 +

TABLA 4. Resultados obtenidos del diagnastico
de {a presencia del CTV en clones se-
teccionados de pomelo {Citrus paradisi
Macf) del Departamento de Concepcitn
~ Paraguay. San Lorenzo, 2007,

CLONES | - ?Ti“;'f'm'\mL;;;‘u.«‘; ‘E
| SPURCURONES | DEPARTANMENTO | (pvpminan | BIOLOGICAS |
€Nt Coneepeivg T \

Concgpaion [ - & :
Concepeitn ( o |
Coneepeion ] o . *
Concepeidn { i

Los clones CN-2 y CN-3, registraron unz peculiaridad,
a diferencia del resto donde los sintomas observados
fueron mas claros y faciles de distinguir, pero gquedan-
de aln en e range de suaves.

De igual manera, en experimentos anteriores hechos
sobre la severidad de aislados de CTV
preseleccionados, donde habia aisiados de pomelo de
San Pedro, también se demosird que esos eran menos
agresivos, mas suaves, debido a que permitian ! de-
sarrcllo normal de las brotaciones. En el mismo experi-
mentc pero con aislados del departamento Central y
Caazapé, demostrarcn ser fuertes porque producian
desarrollo reducido en longitud v area foltar en las plan-
tas de limdn sutit (Armoa, 2003},

tste experimento concuerda con los realizados en Bra-
sit {8P}, Corazza-Nunes et al, {2008), donde demostra-
ron que los aislados de la mayoria de las 35 plantas de
pemelos analizadas, un 77% inducian reacciones sua-
ves en la planta indicadora limén sutil (Citrus aurantifolia
{Christm.} Swing), y el 23% maosto sintomas moderados
de clorosis nervial. Los autores mencionan que el (Cifrus
aurantifolia (Christm.} Swing), es sensible para expresar
sintomas de clorosis nervial, pero estos sintomas no
necesariamente refiejan la severidad de ios aisiados en
ofras especies ¢ variedades de citricos.

Evaluacion de la severidad «stem pitting»

En los resultados de la severidad det CTV, no fueron
observados sintomas de acanaladuras o stem pitting,
en las selecciones o clones de Concepcidn y San Pe-

dro. (Tabla 3 y 4).

En investigaciones hechas sobre ef tema en Veneszue-
Iz, se pudo distinguir tres grupcs de razas, un grupo
severo, capaz de inducir inclusiones abundantes & hi-
pertrofia {acanaladuras) en todas fas plantas inocuia-
das, ofro grupo de razas moderadas o intermedias, que
indujo inclusiones pero sin acanaladuras y ef tercer gru-
po de razas debiles gue no mosiraron sintomas de
acanaladuras ni inclusiones, las razas débiles pueden
pasar desapercibidas duranie diagnosticos masives de
campo o de rutina en el laboratoric {Ochoz et al, 1994).

Los resultados no concuerdan con los estudios simila-
res hechos en San Pablo, Brasil, donde los resuliados
fuercn diferentes, los sintomas de acanaladura fueron
de moderadas a muy severas &n un 62% de los gajos 0
ramas medidas de 35 plantas de pomelo, los restantes
se mostraron suaves, en una escala gue vade 0 g 5,
considerado 3 moderada y 5 muy severa. También en-
contraron gue algunos de los aislados que demostra-
ron un indexing suave, mostraban sintomas modera-
dos a severos en cuanto a acanaladuras (Corazza-
Nunes et al, 2008).

Con estos resultados obtenidos esta claro gue las ra-
zas del virus de fa tristeza de los cifricos presentes en
las selecciones tomadas de los dos departamentos son
débiles y serian ideales para programas de control con
preinmunizacion o proteccion cruzada.

Cuando en una reqion o pals se hace endemico el CTV,
la deteccién de razas débiles constituye una necesidad,
con fa finalidad de utllizarlas en trabajos de proteccién
cruzada, por lo cual es de interés el comportamiento di-
ferencial que diversas razas de este virus puedan pre-
sentar a nivel histologico, ya que esio permite, con Ia
ayuda de otros parametros, definir a prior ef dafio que
se podria esperar de una raza en particular, asf como
tambien caracterizar mas acertadamente estas varian-
tes virales en severas, moderadas o débiles para un hos-
pedero en particular (Ochoa et al, 1994). Enla figura 1y
2 se observan los resultados obtenidos en comparacion
con pomelos libres de CTV y con CTV severo,

xryzaifas
MErr T pisiewsas

FIGURA 1. Tallo de fa planta del clon seleccionado
de Concepcién (CN-1} sin acanaladuras,
comparadas con fallos de pomelos libres
de CTV (izquierda} y tallos de pomelos
con acanaladuras severas {derecha).
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FIGURA 2. Tallo de la planta del clon seleccionado
de San Pedro (SP-2) sin acanaladuras,
comparadas con talios de pomelos libres
de CTV (izquierda)} y tallos de pomelos
con acanaladuras severas (derecha)

CONCLUSIONES

- Se detectd la presencia del virus de la tristeza de los
citricos en fodos los clones de pomelos selecciona-
dos de los departamentos de Concepcion y San Pe-
dro, presentando clorosis nervial en las hojas.

- En todos los clones de pomelo tanto de Concepcidn
como de San Pedro, todos los sintomas de clorosis
nervial de las hojas, demostraron ser suaves, debido
a aparecer solo en trazos en las hojas.

- En cuanto a la severidad de los clones (CN-1, CN2,
CN-3, CN-5, CN-6; SP-1, SP-2, SP-4, SP-5.1, SP-
8.3) estudiados no presentaron sintomas de
acanaiaduras o stem pitting en las ramas de camponi
de ias plantas yemeras estudiadas.
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