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ABSTRACT

Mexico is in the forth place of citrus production in the world with 523, 503 ha, it
is also one of the most important crops in Mexico because of the number of people
involved in citrus production, packing and commercialization. The detection of Citrus
tristeza virus (CTV) in different states of Mexico caused the use of another rootstock
than sour orange which is susceptible to CTV, but the new rootstocks which are
tolerant to CTV are susceptible to other pathogens like viroids. in this work we
analyzed the citrus viroid problem and we also discuss about the perspectives in
Mexico, using the generated information until now. On the other hand , we
determined the presence of CVd-l, CVd-IV, CVd-lll, as well as the incidence and
distribution of CEVd y CcaVd, the most important viroids in Yucatan, Mexico. We
also show evidence suggesting the presence of a new citrus viroid in Yucatan,
named Citrus exocortis viroid low sequence similarity. Finaily, in order to determine
the differential behaviour of sour orange (tolerant) and rangpur lime (susceptible)
during the infection by Citrus cachexia viroid, we isolated 125 bands that were

differentially expressed.






Los viroides son patdégenos compuestos de ARN de cadena sencilla de bajo
peso molecular, con un tamano entre 246-475 nucledtidos (nt), sin cubierta proteica,
cerrados covalentemente con una estructura secundaria circular que les permite
adoptar configuraciones de doble cadena (Diener, 1987; Sano et al., 1992). No son
transcritos a ARNm y poseen una alta proporcién de G:C (cercano al 76%) y su
replicacion ocurre por el mecanismo del circulo rodante (Daros et al., 1994).

Un modelo propuesto de la estructura secundaria de los viroides de la
familia Pospiviroidae sugiere la presencia de cinco dominios estructurales: el
dominio Central (C), el Variable (V), el de Patogenicidad (P), el Terminal izquierdo
(TL) y el Terminal derecho (TR) (Keese y Symons, 1985). Cada uno de estos
dominios posee regiones altamente conservadas que han sido utilizados para
clasificar la familia en subgrupos (Flores et al., 1998).

Las alteraciones morfologicas y citologicas que provocan los viroides han
sido descritas hace ya varios anos (Moreshet et al., 1998; El Shafy et al., 1971). Por
otro lado, algunos reportes de las alteraciones moleculares que inducen los viroides
son la acumulacion diferencial de proteinas PR (proteinas relacionadas con la
patogenicidad) y ARNm en plantas infectadas, ademas de otros compuestos, como
acido gentisico en tomate (Solanum lycopersicom) (Belles et al., 1999), proteinas
tipo osmotina (proteina PR ubicada dentro del grupo PR-5) en tomate y tabaco
(Nicotiana tabacum) (Medrano et al,, 1992) y disminucién del nivel de putrescina
libre en tomate y Gynura aurantiaca (Belles et al., 1991; Belles et al., 1993).

Se ha determinado que algunos viroides inducen una disminucién en el nivel
de transcritos del gen que codifica para la giberelina oxidasa 20 (Vidal et al., 2003),
incremento en la expresion del gen de una proteina cinasa (Hammond y Zhao,
2000) y varios genes PR en tomate (ltaya et al, 2002). Finalmente Wang y
colaboradores (2004) sugieren que el mecanismo de patogenicidad de los viroides
es via silenciamiento postranscripcional de genes de importancia para la planta, lo
cual podria explicar las alteraciones mencionadas anteriormente.

Considerando las evidencias citadas anteriormente, resulta importante analizar el

patrén de expresion de genes en plantas susceptibles y tolerantes durante la
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1.1. RESUMEN

En México, se ha reportado la presencia e incidencia de todas las especies de
viroides de los citricos, pero su importancia no ha sido valorada, debido a que los
efectos de estos patégenos no son observables en el patrén naranjo agrio (Citrus
aurantium), utilizado en el 70% de las plantaciones citricolas. Por otro lado, la
deteccion del Citrus tristeza virus ha provocado el cambio del naranjo agrio por
portainjertos tolerantes a Citrus tristeza virus. Estos nuevos portainjertos son
susceptibles a viroides de los citricos, lo cual podria provocar en el futuro problemas
fitopatologicos en las zonas citricolas. Un analisis minucioso de los antecedentes de
los viroides de los citricos, de los avances en su manejo y de los reportes sobre la

interaccion planta-patdgeno es plasmado en este articulo.

Palabras clave: Citrus viroid, citricultura, Citrus tristeza virus

1.2. ABSTRACT

Presence and incidence of several citrus viroids has been reported in Mexico.
These viroids' significance has not been valued because their effect is not apparent
in sour orange Citrus aurantium, which accounts for 70% of cultivated citrus.
Detection of Citrus tristeza virus has lead to a transition from sour orange to Citrus
tristeza virus-resistant rootstock. This new rootstock is susceptible to citrus viroids
and could cause further phytopathological problems in Mexican citriculture. A
detailed analysis is presented of citrus viroids research, advances in viroids
management and reports on plant-pathogen interactions.

keywords: Citrus viroid, citriculture, Citrus tristeza virus






Las incidencias del CTV detectados en algunos de los huertos con mayor
numero de arboles positivos fueron de 4.34% y 0.70%; (Silva-Vara et al., 2001) en
los cuales no se report6 la muerte de arboles causada por este virus. Recientemente
se han reportado algunos de los efectos de los viroides de los citricos en Yucatan,
México (Jasso, 2005). Considerando que la superficie sembrada con portainjertos
susceptibles a viroides ha incrementado en superficie (3000 ha/afo), las pérdidas
pueden ser superiores a las generadas por el CTV, tal como ocurrié en Venezuela y
Belice (Ochoa et al., 1994).

En Yucatan México, Uc y colaboradores (2005), identificaron la presencia de
varias especies de viroides de los citricos reportadas en la literatura. Esto, aunado a
las altas incidencias de CEVd y CcaVd, al incremento de plantaciones con
portainjertos susceptibles a CVds, asi como a las alteraciones ocasionadas por
CEVd y CcaVd y a la mezcla de especies de viroides en un mismo arbol, sugiere
que el riesgo potencial que representan estos patégenos debe evaluarse, ya que
podrian provocar efectos desastrosos en la citricultura mexicana. En esta revision se
analiza; la problematica de estos patdégenos y se discuten los recientes avances en

la interaccién planta-patégeno.

1.4. Caracteristicas generales de viroides

Hasta la fecha, se han publicado varios articulos de revision sobre
generalidades de los viroides (Tabler y Tsagris, 2004; Flores et al., 2005), posible
origen (Chela-Flores, 1994) y su transmisién por semilla (Mink, 1993). Sin embargo,
ninguna ha sido enfocada al grupo de viroides que infectan a los citricos.

Los viroides son patdégenos compuestos de ARN de cadena sencilla de bajo
peso molecular, con un tamano entre 246-475 nucledtidos (nt), sin cubierta proteica,
cerrados covalentemente con una estructura secundaria circular que les permite

adoptar configuraciones de doble cadena (Diener, 1987; Sano et al., 1992). No son






1.4.1. Localizacion y Movimiento. La infeccion sistémica del hospedante por
viroides de la familia Pospiviroidae requiere el movimiento del viroide dentro del
hospedante, lo cual implica, importe al nlcleo, exporte fuera del nlcleo, movimiento
célula-célula, entrada al sistema vascular, movimiento a larga distancia dentro del

sistema vascular y finalmente salida del sistema vascular (Zhu et al., 2001).

El movimiento de los viroides de célula a célula en la planta hospedante,
ocurre por la via de los plasmodesmos y esta mediado por una secuencia especifica
o motivo estructural del patégeno (Ding et al., 1999). Algunos estudios en Potato
spindle tuber viroid (PSTVd) sugieren la existencia de una secuencia sefal, la cual
consiste en una regién y/o motivo estructural responsable del importe nuclear,
regulada por un receptor saturable especifico (Woo et al., 1999). Esta regulacién del
movimiento subnuclear del viroide fue confirmado después de determinar una
localizacién diferencial subnuclear de las cadenas de PSTVd dependiendo de su
polaridad, ya que la cadena PSTVd (+) se localiza tanto en el nucleoplasma como
en el nucléolo, mientras que la cadena PSTVd (-) se encontrd unicamente en el
nucleoplasma (Qi y Ding, 2003a y 2003b). Sin embargo, se desconoce si la cadena
de PSTVd (+) se procesa en el nucléolo o si la cadena multimérica se procesa en el
nucleoplasma.

El movimiento a larga distancia ocurre a través del floema (Zhu et al., 2001),
mediado por la interaccion de determinadas regiones del viroide con alguna proteina
del hospedante y no en forma de ARN libre (Owens et al., 2001). Esto se demuestra
por la interaccién especifica identificada entre la proteina VirP1 del tomate y el
dominio TR del PSTVd, en el cual se involucra una secuencia de 71 nucleétidos
(Gozmanova et al., 2003; Maniataki et al., 2003). Para este viroide se ha descrito
que el movimiento dentro de los tubos cribosos del floema ocurre en el interior de
organos selectivos, en una interaccién con secuencias especificas del viroide (Zhu
et al., 2001). Por otra parte, se ha observado en pepino (Cucumis sativum L.)
infectado con el PSTVd la formacion de un complejo entre ARN del viroide mas una

proteina dimérica del floema denominada lectina 2 (Goémez y Pallas, 2001). Las
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cachexia viroid es una variante del Hop stunt viroid y que este se transmite por
semilla entonces es posible que el CcaVd pueda transmitirse por semilla, aunque no

se han realizado trabajos dirigidos a demostrar este tipo de transmisioén.

1.5. Viroides de los citricos

Se han reportado cinco especies de viroides de los citricos: Citrus exocortis
viroid (Diener, 1987), Citrus bent leaf viroid formalmente llamado CVd-Ib (Ashulin et
al., 1991; Hataya et al., 1998), Hop stunt viroid siendo su variante Citrus cachexia
viroid el que afecta a los citricos (Diener, 1987; Reanwarakorn y Semancik, 1999;
Amari et al., 2001), Citrus viroid -lll (CVd-lil) (Rakowski et al., 1994; Owens et al.,
2000), Citrus viroid IV (CVd-1V) (Puchta et al., 1991) ademas se han propuesto a
Citrus viroid muestra original (CVd-OS) (lto et al., 2001), Citrus viroid secuencia de
baja similitud (CVd-I-LSS) y Citrus viroid V como especies nuevas de viroides que
infectan a los citricos (lto et al., 2000; Serra et al., 2008). Los sintomas de las
variantes principales de cada CVd se presentan en el cuadro 1.1. Una descripcion

detallada de cada uno de los viroides de los citricos se presenta a continuacion:

1.5.1. Citrus exocortis viroid. Es el agente causal de la exocortis de los citricos,
enfermedad ampliamente distribuida en las plantaciones de citricos a nivel mundial
(Verhoven et al., 1994; Elleuch et al., 2003). En México se encontré una incidencia
del 50 % de arboles citricos afectados en Veracruz, Nuevo Ledn, Sinaloa, Tabasco y
Yucatan (Alvarado, 1998; Uc-Varguez et al., 2005). Se han encontrado Variantes del
CEVd infectando naturalmente plantas de tomate (Solanum esculentum), nabo
(Brassica napus L.), zanahoria (Daucus carota L.) y berenjena (Solanum melongena
L.) (Mishra et al., 1991; Fagoaga y Duran-Vila, 1996; Verhoeven et al., 2004). El
efecto de este viroide en tomate es una proliferacién apical, enanismo, epinastia,
distorsion foliar y necrosis de la nervadura de las hojas (Mishra ef al, 1991;
Verhoeven et al., 2004). En otras hortalizas no se ha determinado el efecto de este
viroide, sin embargo, su detecciébn bajo condiciones naturales sugiere que la
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CEVd, que difieren solamente en 5 nucledtidos en el dominio patogénico. En plantas
de Gynura aurantiaca D.C se observd que la variante severa indujo sintomas
altamente severos, en un amplio rango de condiciones ambientales. Sin embargo, la
variante intermedia varié su expresién sintomatolégica, la cual fue desde una
ausencia de sintomas (bajo condiciones ambientales) hasta una reaccion severa
cuando dichas plantas se sometieron a temperaturas de 40 °C (Skoric et al., 2001).
Los resultados anteriores sugieren que la variacién en la respuesta del hospedante,
inducida por estas variantes podria no estar correlacionada con algun cambio en la
secuencia o la conformacién de la variante dominante del viroide, sino mas bien, con
las condiciones ambientales. Sin embargo, en este caso los autores no
determinaron la concentracion del viroide en los tejidos infectados, cuya
acumulacién pudo haber sido afectada (Serra et al., 2008), ya que las condiciones
ambientales, las caracteristicas del hospedante y las caracteristicas del patéogeno
son factores que influyen en la induccién de la enfermedad y en la aparicion de
sintomas (Campbell y Madden, 1990).

Los arboles infectados con el CEVd poseen 80 % de semillas estériles
(Bitters et al., 1987). Lo anterior posiblemente es el motivo por el que no se ha
podido demostrar la transmision por semilla de este viroide (Salibe y Moreira, 1965;
Mendonca et al., 1977).

1.5.2. Citrus viroid |. Este viroide es el primer miembro del subgrupo ASSVd que
infecta a los citricos, fue detectado por primera vez en aguacate y se ha encontrado
ademas en naranjo dulce, naranjo agrio, limén, toronja y lima (Ashulin et al., 1991;
Uc-Varguez et al., 2005).

Se han descrito dos variantes del Citrus viroid I: Citrus bent leaf viroid
(CBLVd 6 CVd-Ib) y Citrus viroid la (Hataya et al.,, 1998). Se ha sugerido que el
CBLVd es un viroide quimérico constituido de una parte de la CCR del Apple scar
skin viroid (ASSVd) y parte del dominio P y TL del CEVd (Gandia y Duran-Vila,
2004). Las diferencias entre CVd-la (328 nt) y CVd-Ib (318 nt), se encuentran en el
dominio P y en la estructura secundaria tipo varilla de la TR, en la cual en el CVd-la
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difieren en un agregado de 8 cambios localizados en la regién que rodea el dominio
C y el dominio V (Reanwarakorn y Semancik, 1998).

La mayor diferencia entre las variantes que inducen y los que no inducen
caquexia es un agregado de 6 cambios de nucleétidos en el dominio V y una simple
delecion en el dominio TR. Esta modificaciéon parece ser la clave para la induccion
de caquexia, sin embargo, una variante que provocd sintomas intermedios de
caquexia posee poca homologia en esta zona de 6 nucleétidos, lo cual sugiere que
este agregado no es el Unico factor involucrado en la induccidon de cachexia
(Reanwarakorn y Semancik, 1999, Vidalakis et al., 2005).

Los sintomas que se observan en plantas con cachexia bajo condiciones de
campo se describen en el Cuadro 1.1. In vitro, el CcaVd disminuye
significativamente la formacién de callos primarios con relacion a los explantes libres
de patégenos, ademas, la generacion de yemas y brotes a partir de estos callos es

significativamente menor (Duran-Vila et al., 1991).

1.5.4. Citrus viroid lll. Este viroide fue identificado por primera vez en plantas de
cidra (Citrus medica L) y ha sido descrito en forma incompleta, debido tal vez a su
rango de hospedantes exclusivo a citricos (Rakowski et al, 1994). Se han
identificado cuatro diferentes aislados de este viroide (Cuadro 1.1.) (Duran-Vila et
al., 1988; Rakowski et al., 1994; Stasys et al., 1995).

Owens y colaboradores (2000), identificaron 20 secuencias del CVd-lll, las
cuales varian en su estructura secundaria con relacion a CVd-lllb en 4 diferentes
porciones (una localizada en la horquilla terminal izquierdo, una en la porcién
superior del dominio P y dos porciones en la region inferior del dominio central
conservada). Otros autores encontraron que las variantes de CVd-llla y de CVd-lllb
poseen una secuencia de 297 y 294 pb respectivamente, con una identidad del
96%, mientras que con viroides de otras especies comparten una identidad del 55%.
Por otra parte, estos dos subgrupos de viroides, aunque poseen una secuencia

mucho menor que los viroides del género Apscaviroid, poseen una regiéon central
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1.5.6. Citrus viroid original sample (CVd-OS). Este viroide fue identificado por
primera vez en Japén y consiste de 330-331 nt, una CCR caracteristico del género
Apscaviroid, presentando una similitud cercana a 68% con el CVd-lll (lto et al,
2001). El CVd-OS presenta caracteristica quimérica con el CVd-Ill y el Apple dimple
fruit viroid en el dominio C y dominio TL, incluyendo una secuencia duplicada en la
cadena inferior de la CCR del género Pospiviroid en el dominio TL. El CVd-OS
también comparte similitud con el CEVd en la cadena inferior del dominio TR y

dominio V, incluyendo la secuencia idéntica en el dominio TR de CEVd y CVvd-IV.

1.5.7. Citrus viroid 1-Low similarity sequence (CVd-l LSS). Este viroide fue
encontrado como una poblacién de secuencias de CVd-I diferente por su iongitud,
con mayor similitud a CVd-1a y se le denominé CVd-l LSS. El porcentaje de
homologia de esta poblacion con relacion al CVd-l es de 82-85%, por lo que se
sugirié considerarla como una nueva especie, ademas un andlisis filogenético ubicéd
la poblacion de CVd-I-LSS y la de CVd-I en diferentes clados (lto et al., 2000).

El CVd-I LSS en cidra se caracteriza por ocasionar al igual que CVd-I, un
doblez moderado en las hojas y una epinastia mas severa que la ocasionada por el
CVd-l. Se ha propuesto que dicha poblacion deberia considerarse definitivamente,
COMO una especie nueva, si el rango de hospedantes fuera muy diferente a las del
CVd-l. Sin embargo, si esta diferencia no es muy grande, podria considerarse como
una variante nueva de la misma especie. La diferencia encontrada en las
secuencias, aunque es alta, podria explicarse como ocurre con algunas variantes de
CEVd y GYSVd (Grapevine yellow speckle viroid), en la cual algunas variantes
poseen una homologia menor al 90%. Sin embargo, el Comité internacional de
taxonomia de virus, menciona que las secuencias con homologias mayores al 90%
deben considerarse como variantes de la misma especie (Flores et al., 1998; lto et
al., 2000).
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1.6. Diagnéstico de los viroides

Los primeros métodos de diagndstico de los viroides de los citricos fueron el
uso de plantas indicadoras y la reaccion de color con floroglucinol-HCI (Childs et al.,
1958; Broadbent et al., 1971). Otro método de diagnostico utilizado fue la
electroforesis en geles de poliacrilamida del ARN de plantas infectadas (Rivera-
Bustamante et al., 1986), cuya desventaja es su falta de sensibilidad para detectar a
los viroides cuando se encuentran en concentraciones bajas en las plantas
infectadas (Duran-Vila et al., 1986). En la actualidad, se utilizan procedimientos
moleculares mas rapidos y sensibles para la deteccion de los viroides, como la
técnica de RT-PCR, con la cual, se puede obtener cDNA del CVd a partir de 0.1 ng
de ARN de los tejidos afectados (Yang et al., 1992; Alvarado, 1998), asi como la RT-
PCR multiple utilizada para la deteccion de varios viroides en una sola prueba (Levy
etal., 1992; Ito et al., 2002a y 2002b).

1.7. Patogénesis

Los viroides son capaces de inducir silenciamiento de genes de importancia
fisiolégica para la planta hospedante, mediante ARNs de interferencia. Este
silenciamiento de genes provoca la expresion de sintomas en las plantas infectadas

por estos patéogenos (Wang et al., 2004).

En plantas de tomate infectados por PSTVd, los ARNs pequefos de
interferencia se acumulan en el citoplasma y no en el ndcleo de las células, mientras
que el ARN del viroide (familia Pospiviroidae) se acumula solo en el nicleo (Denti et
al., 2004; Carbonell et al., 2008). Por otro lado, los viroides: Peach latent mosaic
viroid, Avocado sunblotch viroid y Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (familia
Avsunviroidae) se replican y acumulan en el cloroplasto ademas inducen un
incremento en la concentracion de ARNs de interferencia, aunque el viroide
Avocado sunblotch provoca solamente un ligero incremento en la cantidad de los
ARNSs de interferencia aparentemente no especificos para el viroide (Martinez de

Alba et al., 2002). La concentracién del viroide ASBVd en plantas de aguacate y los
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salicilico exégeno, el cual es capaz de provocar el aumento de otras proteinas PR
inducidas por el CEVd en tomate (Bélles ef al., 1999).

1.8. Manejo de la enfermedad

El manejo de los viroides se realiza en forma diversa, por ejemplo el uso de
plantas transgénicas de papa que expresaron ribozimas en altas concentraciones,
presentaron un alto nivel de resistencia y una disminucién en la acumulacién del
PSTVd (Yang et al., 1997). Plantas de tabaco y papa transformadas con el gen de la
proteina pac 1 (ARNsa especifica de ARN de doble cadena, derivada de
Schizosacharomises pombe), presentaron resistencia contra la infeccion del PSTVd.
Este mismo gen indujo en plantas trangénicas de crisantemo resistencia al PSTVd y
al viroide del enanismo del crisantemo. En estas plantas, la acumulacién del viroide
se redujo en un 50 a 75 % (Ishida et al., 2002). Otros autores reportaron que el uso
de extractos de raiz de Mirabilis jalapa que contiene una proteina tipo RIP
(Ribosome inactivating proteins), inhibi6 la infeccion de CEVd al 100% en plantas de
tomate y papa (Vivanco et al., 1999).

Semancik y colaboradores (1992; 1997), han realizado intentos por utilizar al
CEVd para generar enanismo en los arboles de naranjo, con el objetivo de mejorar
la produccién. Para ello, inocularon arboles de naranjo valencia con viroides del
grupo CVd-la, CVd-lla y CVd-lllb, provocando enanismo en todas las plantas
inoculadas y un aumento en la produccién del 15 % con relacién al testigo, a pesar
de presentarse reduccion del dosel del 20 %. Los mismos investigadores observaron
que estos tres grupos de viroides interfirieron de manera efectiva con la infeccion del
viroide de la cachexia, lo cual sugiere que la proteccién cruzada es una estrategia
de manejo que podria ser utilizada con los viroides en los citricos, considerando las
precauciones necesarias, ya que una variante de un mismo viroide puede ser util en
la proteccién cruzada, mientras otra variante podria generar pérdidas importantes en
el cultivo (Van Vuuren y Da Graca, 1996a y 1996b; Verniere ef al., 2004).
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2.1. ABSTRACT

The main cultivated citrus in Mexico are oranges, lemons, grapefruit and
mandarin orange, all of them grafted on sour orange rootstock, due to its vigor, high
production, and an increased resistance to pathogens as viroids and Phytophthora
sp.; although it is more susceptible to Citrus tristeza virus (CTV). However, the
dissemination of its principal vector the brown citrus aphid into the commercial
orchards provoked the use of resistant rootstocks to CTV which are susceptible to
viroids, and then can become a major problem.

Citrus exocortis viroid (CEVd) and Citrus cachexia viroid (CcaVd) have been
found in all citrus crops in the world. However the incidence and distribution of CEVd
and CcaVd are unknown in Yucatan and the other region of Mexico, also the
presence of the others citrus viroids are unknown. This situation have caused that
the Mexico’s citriculture very susceptible to the detriment of all Mexicans citricultures
and to people depending of this activity.

In this article we report the incidence and distribution of two principal CEVd,
CcaVd viroids and the presence of the others citrus viroid species as Citrus viroid-|,
Citrus viroid- |ll, Citrus viroid-1V including two viroids proposed as new citrus viroid
species, Citrus viroid- OS and Citrus viroid |-LSS. The existence of mixture of viroids

in the same plant will be discussed and its perspective for Mexicans citriculture.
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Mexico’s citriculture because those pathogens affect almost all citrus trees used as
resistance rootstock to CTV (4, 2); beside this two are disease-causing viroids on
sensitive citrus hosts. CEVd is the causal agent of the citrus exocortis disease, which
cause bark scaling and stunting on citrus tree grafted on trifoliate orange rootstock
(14, 16). Citrus cachexia viroid (CcaVd), the most pathogenic variant of the HSVd, is
the causal agent of the citrus cachexia disease, inducing bark cracking, small pits in
the wood and the gum deposit in the bark (14, 17). Also, citrus viroids other than
CEVd in complex can cause severe bark scaling in trifoliate orange rootstocks as
CEVd (16). Using biological indexing with citron etrog, CEVd was reported in Mexico,
with incidences higher than 50% (18, 19) thus the incidence could have been
underestimated. On the other hand the presence of CcaVd in Persa lime was
reported in several states from Mexico (20, 21), so in this study, the incidence and
distribution of CEVd and CcaVd in Yucatan Mexico were examined using RT-PCR
method, and the molecular characterization of citrus viroids detected in citrus trees of

this region of Mexico was done.

2.3. MATERIALS AND METHODS

2.3.1. Citrus plant collection. Plant samples were collected in seven commercials
orchards (Kinchil, Samahil, Ticul, Oxkutzcab, Dzan, San Francisco, and Espita), of
the three representative citrus growing areas in Yucatan Mexico (south, east and
center of the state). Every orchard was divided in five points (four cardina! points and
the center). Eleven citrus trees were sampled in every selected point, using a
systematic sampling method (22) (a total of 387 trees were sampled in the seven
orchards). The 387 trees sampled in this study included the following: 222 sweet
oranges (Citrus sinensis) the most popular species in Yucatan, 118 Persa lime
(Citrus latifolia), 18 sour orange (Citrus aurantium), 12 grape fruit (Citrus grandis), 11
limes (Citrus aurantifolia) and 6 mandarins (Citrus reticulata) on Citrus aurantium,

40






Table 2.1. Specific Oligonucleotides and amplification conditions used to amplify full

length genome by RT-PCR of each Citrus viroids.

Sequece 5- 3 *CVds  Positio  *bp Thermal program
ns

ccctgaaggacttettceee CEvd 71-90 370- 45" at 94°C, 45"
atccccggggaaacctggaggaag 91-114 375 at 65°C, 45" at
72°C for 34 cicles

acgaccagtcagctccetctg CBLvd 75-94 315- 30" at 94°C, 60"
cgtcgacgaaggctcgtcagcet 95-116 329 at 64°C, 60" at
72°C for 40 cicles

acgaccgctcagtctectet Cvd-1- 76-95 325- 30" at 94°C, 60"
cgtcgacgaaggctcctcagte LSS 96-117 330 at 64°C, 60" at
72°C for 34 cicles

acgacaggtgagttctectt Cvd- 63-82 329- 30" at 94°C, 60"
cgtcgacgaaggcatgtgagct 0S 83-104 331 at 64°C, 60" at
72°C for 40 cicles

cgcggeagaggctcagatag HSvd  259- 295- 30" at 94°C, 30"
gatcctctettgagececcte 278 303 at 65°C, 30" at
279-1 72°C for 34 cicles

tcgacgacgacaggtaagtt Cvd-lll - 72-91 291- 45" at 94°C, 60"
cgaaggcagctaagttggtga 92-112 297 at 62°C, 60" at
72°C for 34 cicles

ggatccctcttcaggtatgt Cvd-IV  48-67 284- 30" at 94°C, 45"
ccggggaaatctctticagactc 68-89 286 at 65°C, 45" at

72°C for 34 cicles

*Citrus exocortis V|ro_id, Citrus cachexia viroid, Citrus viroid |, citrus viroid IlI, Citrus
viroid IV, Citrus viroid OS, Citrus viroid | LSS.
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2.3.5. Phylogenetic analysis of citrus viroid. Phylogenetic analysis of the full
length viroid sequences was carried out using NONA Version 2.0 (25) and Winclada
version 1.08.00 programs (26). The cladogram was built using the eleven CcaVvd
sequences identified in this study, one CVd-I, CVd-Ill, CVd-1V, CVd-OS together with

the sequences of CcaVd available in the GenBank database.

Several searches were performed using the Parsimony Ratchet algorithm
with 200 iterations per search. One tree was held per iteration. No informative
characters were deactivated to optimize the tree statistics. The ‘goodness of fit' of
the data to the resultant phylogenetic trees was based on consistence index (Cl) and
the retention index (RI) values. A strict consensus tree was reconstructed using
Winclada, and statistical support for each major clade was estimated using 1000
iterations of the Jacknife algorithm. The consensus tree built for CcaVd was rooted
using a CEVd sequence (AY513268 accession number) which is a specie member of
Pospiviroid genera located into Pospiviroidae family (phylogenetic analysis will be

presented in document apart).

2.4. RESULTS

2.4.1. Citrus excortis viroid Citrus cachexia viroid incidence. RT-PCR products
positive to CEVd (Fig. 2.1) showed that incidence of this viroid were as follow: Ticul
(65 %), Dzan (53 %), Samahil (35 %), Peto (25 %), and Oxkutzcab (12 %). No
samples positive to CEVd were detected in the Kinchil, San Francisco and Espita
orchards (Fig. 2.1). The seven commercial citrus orchards sampled were positive to
CcaVd as follow: Ticul (67 %), Dzan (23 %), Samahil (46 %), Oxkutzcab (55 %),
kinchil (50 %), San Francisco (51) and Espita (33 %) (Fig. 2.2).
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Nine samples resulted positive to CVd-l which three were collected in
Oxkutzcab, two in Ticul and four in Sn Francisco. On the other hand six samples
were positives to CVd-lll which four were collected in Ticul, two in Dzan, Four in
Oxkutzkab and five in Sn Francisco.

Four samples resulted positives to CVd-IV which one was collected in
Oxkutzcak and three in Sn Francisco. Five samples were positives to CVd-OS which
four were collected in Sn Francisco and one in Dzan. Finally four samples resulted
positive to CVd-I LSS which three were collected in Sn Francisco and one in Ticul.

The citrus especie where the sample was taken is presented in Table 2.2.

2.4.2. Molecular identification of Citrus viroids. Amplified fragments by RT-PCR
had molecular sizes specific for each viroid (Fig. 2.1) as expected which indicated
that in addition to the CEVd and CcaVd others citrus viroids are present in orchards
sampled in Yucatan Mexico as Cvd |, Cvd Illl, Cvd IV, CVd-0S, and CVd I-LSS.
Although the complete genome the last three viroids were not completely
sequenced, the PCR products found using oligonucleotides specific were similar in
size with reported for those viroids (Fig. 2.1), except CVd-I LSS which is apparently

more long than reported previously.

All the citrus species analyzed, including Citrus sinensis, C. aurantium, C.
grandis, C. reticulata, C. latifolia and C. limon, were positive to viroids. Furthermore
almost all the citrus viroid species were found as a mixture of two, three or four citrus
viroid in the same tree (Table 2.2). The most frequent viroid combinations were
CEVd + CcaVd which was found in 39 trees of 64 analyzed (60.9 %); 22 of those
positives trees corresponded to the specie C. latifolia (Table 2.2). Others common
citrus viroids mixtures were CcaVd-CVd-l and CcaVd-CVd-IV found in seven plants

and six plants respectively.
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Central conserved region and red arrows poins represent Terminal conserved region

or Terminal conserved hairpin.

A CVd I-Yuc sequence of viroid was obtained from Sn Francisco orchard and have a
identity percentage of 100 % with a CVd |b sequence reported in the Genbank
database (AF428057 accession number).

We also obtained CVd Illl, CVd IV, CVd-OS, and CVd I-LSS sequences
which shared a 98% of identity with sequences reported in the GenBank. However

we could not sequence complete genome of the last three viroids mentioned before.

2.4.3. Phylogenetic analysis of CcaVd. Cladistic analysis of CcaVd-Yu sequences
yielded one most parsimonious tree (MPT) of 1003 steps with C.I. 0.71, R.l. 0.91
(Fig. 2.5). A CEVd sequences (AY513268) was used as outgrop. Consensus strict
tree was arranged in a ladder-like structure, albeit internal relationships are not fully
resolved. CcaVd Yuc sequences formed a different clade comparing to the CcaVvd
909, CcaVd lla and CcaVd lib variants sequences obtained from the GenBank
database, suggesting that CcaVd Yuc are highly related and indicated that Ccavd
Yuc have a distinct genetic lineage with a closer relationship to the well
characterised non cachexia variant CVd lla than any known cachexia inducing
variants. These clades had a high support as estimated by Jackniffe analysis (Fig.
2.5).
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2.4.4. Secondary structure. The lowest free-energy structure predicted for CcaVd-
Yuc (Fig. 2.4) was identical to the CcaVd reported previously (17) and conserved
domains as TCR and CCR CcaVd-Yu isolates had a 100% of identity sequences
with CcaVd sequences reported (30).

The secondary structure predicted for CVd-l was showed in figure 2.4

keeping a 100 identity percentage with sequences reported previously.

2.5. DISCUSSION

The results obtained in this study confirmed the presence of CEVd and
CcaVd in the Yucatan State, as Alvarado and coworkers (20) and Almeyda and

coworkers (21) reported.

Hop stunt viroid sequences affecting citrus could be classified as cachexia
inducing variant (CVd-IlIb, CVd-llc, ca-909) and non cachexia inducing variant (CVd-
lla) (17, 27, 29, 31, 32). Several Persa lime dwarfted on Citrus macrofila rootstock
sampled showing symptoms as steam pitting, yellowing and stunting (Fig.2.3). That's
plants resulted positives to Hop stunt viroid (HSVd) related citrus viroid Il variant
(Table 2.2). However analyses of the comparison done between complete genome
Ccavd sequences isolated from Yucatan and all HSVd variants showed higher
identity percentage with HSVd non inducing cahexia variants. But, symptoms as
steam pitting in citrus have been reported only be induced for two pathogens, Citrus
fristeza virus and Citrus cachexia viroid (33, 14). But those plants resulted negatives
to CTV (personal communication of CESVQROO staff) when they were tested by
ELYSA suggesting that CcaVd-Yuc induced the disease.

The pathogenic activity of cachexia inducing variant is determined by six
nucleotide cluster absent in non cachexia inducing variant. On the other hand an
analysis more detailed of CcaVd-yuc sequences showed that six nucleotide cluster
cachexia was not present (data not shown) beside a comparisons done between
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According to PCR results Ccavd, CEVd, CVd-1, CVd- Ill, CVd-lV, CVd-0S,
and CVd-I LSS are present in citrus orchards (Fig 2.1). Although the complete
genome was not obtained to CVd-IvV, CVd-OS and CVd-l LSS, the fragments
obtained had 100% identity sequences with sequences reported in NCBI database.
Furthermore the size PCR products always corresponded to each other viroid
suggesting that results are correct. However, is necessary to have complete genome
sequences of each viroid to confirm that results.

Citrus viroid |b had identical nucleotide sequences (data not shown) to those
reported in other countries (36, 37, 38) suggesting that those variant may have been
imported or exported to those countries throughout citrus budwood.

The main citrus area in Yucatan is located in the South region of the state,
with 75% of the cultivated citrus tree. In this area, we found the highest incidence of
CEVd and CcaVd compared with the Central and the East region of the state. In
some orchards located in the last two regions, no positives trees were detected for
CEVd (Fig. 2.2). This should be considered, because newly established viroid-free
trees are subjected to the risk of mechanical infection, during pruning and harvesting
operations (activity practiced in Yucatan in almost all year) from symptomless
infected trees growing on adjacent orchard or even within the same orchard. Besides
those activities are made when high temperature occur (37 °C middle temperature of
Yucatan), making the transmission more efficient, because trees are not dormant
and contain high viroid titers (39, 40, 41). Finally the growers regularly remove dead,
declining, or non productive trees in mature citrus plantings and replant with young
trees, which make more difficult the management of diseases transmited
mechanically as citrus viroids.

The high incidences of CEVd and CcaVd found at the orchards and the
change of citrus rootstock realized year by year (3000 ha/ year), in order to control
CTV infections (2), suggest that those pathogens could be a higher problem in the
future than those induced for CTV, as reported at Belize and Venezuela (6). Thus,
control of CTV using resistance rootstock a CTV should reanalyzed to redesign
strategies and control that pathogen without to make the citrus industry vulnerable to
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3.1. ABSTRACT

Total RNA was isolated from different citrus species in Yucatan Mexico.
Using specific primers to Citrus exocortis viroid (CEVd), 16 variants were isolated
consisting of 394 to 399 nucleotides. Sequence analysis showed that the variants
share 94.2 to 99.7 % identity among themselves, as well as with a putative CEVd
sequence reported in Egypt. They had low identity percentage (40 to 47 %) with
other citrus viroid species, including CEVd. Phylogenetic analysis grouped the
sixteen sequences from Yucatan in a clade separate from CEVd sequences reported
in NCBI GenBank database. The differences observed in the CEVd-Yuc isolates,
including the branched secondary structure, and differences found in the conserved
domains suggest us that CEVd-Yuc should be considered as a new citrus viroid
species. This viroid induces asymptomatic infection when inoculated in tomato,
pepper, sour orange and Rangpur lime. The name proposed for this tentative new

citrus viroid species is Citrus exocortis viroid low sequence similarity (CEVd-LSS).

60






3.3. MATERIALS AND METHODS

3.3.1. Molecular characterization

3.3.2. Viroid sources. Plant samples used in this study were collected from seven
commercial orchards (Kinchil, Samahil, Ticul, Oxkutzcab, Dzan, San Francisco and
Espita) in Yucatan State, Mexico. A total of 387 trees, either symptomatic or
asymptomatic, were sampled, including Citrus aurantium, Citrus sinensis, Citrus
reticulata, Citrus limon, Citrus latifolia, Citrus aurantifolia and Citrus grandis on
rootstocks of Citrus aurantium, Citrus macrophila, Citrus volkameriana or Poncirus
trifoliata. Four shoots were taken from each sampled tree, and all samples stored at -

20 °C until processing.

3.3.3.Nucleic acids extraction and viroid amplification. Plant samples (0.2 g)
were homogenized in 1 ml of extraction buffer (Trizol, Invitrogen), as described by
Chonszinky and Sacchi (10). Following Alvarado and co-worker's method (11), full-
length, double-strand viroid cDNA was synthesized by RT-PCR using the
oligonucleotides 5-CCCTGAAGGACTTCTTCCCC-3’, complementary to 71-90, and
5-ATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAG-3', homologous to 91-114 nucleotides;
these were designed to amplify the complete CEVd genome (12). MMLV reverse
transcriptase (Ambion) and Red Taq polymerase (Biolase Red"™ DNA Polymerase,
Bioline) were used for all amplifications. Second strand synthesis and viroid
amplification were done using 2 ul of cDNA. PCR products were analyzed in a 2%
agarose gel, stained with ethidium bromide and visualized with photodocumentation
equipment (Kodak EDAS 290).
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AY523582, 14. AY514447, 15. AY514446, 16. AY514445, 17. AY514444, 18.
AY517496, 19. AY517495, 20. AY517494, 21. NC 001464, 22. AY456136, 23.
AF540963, 24. AF540962, 25. AF540961, 26. AF540960, 27. AJ564803, 28.
AJ564802, 29. AJ564801, 30. AJ564800, 31. AJ564799, 32. AJ564798, 33.
AJ564797, 34. AJ564796, 35. AJ564795, 36. AY229990, 37. AJ490825, 38.
AB054599, 39. AB054598, 40. AB054597, 41. AB054596, 42. AB054595, 43.
AB054594, 44. AB054593, 45. AB054592, 46. AF458776, 47. AF458775, 48.
AF458772, 49. AF458771, 50. AF434678, 51. AF428064, 52. AF428063, 53.
AF428062, 54. AF428061, 55. AF428060, 56. AF428059, 57. AF428058, 58.
AF148717, 59. S79831, 60. S67442, 61. S67446, 62. S67441, 63. S67440, 64.
567438, 65. S67437, 66. X53716, 67. U21126, 68. M30870, 69. M30869, 70.
M30871, 71. M30868, 72. M34917, 73. K00965, 74. K00964, 75. J02053, 76.
Y00328, 77. AF298178, 78. AF298177). Several searches were performed using the
Parsimony Ratchet algorithm, with 200 iterations per search and a single tree was
held per iteration. No informative characters were deactivated to optimize tree
statistics. The consistence index (Cl) and retention index (RI) were applied to
determine data ‘goodness of fit' in the resulting phylogenetic trees. A strict
consensus tree was then reconstructed using Winclada program, and statistical
support for each major clade estimated using 1000 iterations of the jackknife
algorithm. The consensus tree built for the CEVd-Yuc sequences was rooted with a
Citrus cachexia viroid sequence (HX19945 accession number) corresponding to a

Hostuviroid species from a genera in the Pospiviroidae family (17).

3.3.7. Secondary structure

Secondary structure of the CEVd-Yuc sequences was predicted using a
folding temperature of 25 °C, with the Zuker-Turner mfold RNA folding package ver.
3.2. (18) (htt://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold). The Circular ver. 2.3.
(http://mfold2.wustl.€ ~--' -mfold/rna/form-2.3.cqi) program was also used because it

allows for folding temperature to be changed.
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Table 3.1. Accession number, size and identity percentage of the five Citrus
exocortis viroid low sequence similarity (CEVd LSS) compared with four Citrus
exocortis viroid sequences reported in NCBI database.

CEVd-LSS  Size (bp) *AY513268 AY671957 AY671954 AY671952

DQ318790 395 89.9 37.2 37.7 375
DQ318791 394 949 401 40.6 401
DQ318792 394 93.7 39.3 39.8 39.3
DQ318793 395 93.4 39.2 39.7 39.2
DQ318794 394 94.7 39.8 40.4 39.8

*Sequences reported in NCBI database.

The CEVd-Yuc isolates consisted of 23.35% of A, 21.32% of T, 25.38% of C
and 29.95% of G residues. Total G+C content was 55.33%, which is 4% less in the
CEVd-Yuc isolates compared to the CEVd sequences (Table 3.2).

Table 3.2. Nucleotide compaosition of Citrus exocortis viroid low sequence similarity
(CEVd LSS) sequences compared among two Citrus exocortis viroid (CEVd)
sequences reported in NCBI database.

CEVd %A %G %T %C A+T% C+G%
DQ318790 23.35 29.95 21.32 25.38 44.67 55.33
DQ318791 23.35 29.95 21.32 25.38 44.67 55.33
DQ318792 22.84 29.44 21.32 24.87 44.16 54.31
DQ318793 23.29 29.11 21.27 24.81 44 .56 53.92
DQ318794 23.35 29.95 21.32 2513 44.67 55.08
*AY513268  23.26 20.72 21.19 25.58 44.44 55.30
*AF298177 18.87 29.38 21.83 20.92 40.70 59.30

* Accession number of CEVd Sequences reported in NCBI database.
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Unlike the CEVd-Yuc, the CEVd-Egypt isolate had a 12-nt deletion at
position 310. The CEVd-78 (AF298177 accession number) differed most from all
other analyzed sequences. In general, the sixteen CEVd-Yuc sequences differed by
one to five deletions or exchanges (Fig. 3.1). Five sequences of CEVd-Yuc isolates
were deposited in the NCB| GenBank database (Table 3.1).

Complete genome sequence analysis of the CEVd-Yuc isolates showed
them to have 94.2 to 99.7 % identity percentage between themselves, and 90 to 95
% with one sequence reported in the GenBank database (AY513268), isolated in
Egypt (Table 3.1). In contrast, the CEVd-Yuc isolates exhibited low identity
percentages (40-45 %) with previously reported CEVd sequences (Table 3.1) (21,
22, 23). Based on these identity percentages, we believe the CEVd-Yuc isolates
represent a new viroid species and therefore we propose that this species be
tentative named as Citrus exocortis viroid-low sequence similarity (CEVd-LSS).

Sequence similarity comparison was done for five structural domains (24) of
the CEVd (X53716) (21) and CEVd-LSS (DQ318790). This showed that there is 50
% identity between them in the left terminal domain, 50 % in the higher strand of the
pathogenicity domain, and 61.2 % in the lower strand of the pathogenicity domain.
Identity in the higher strand of the CCR was 58.6 % and for the lower strand was
75.5 %. In the variable region, similarity between the two viroids was 44.4 % in the
higher strand and 42.8 % in the lower strand; finally similarity in the right terminal
domain was 49.2 %.

Sequence analysis showed that CEVd-LSS sequences contain six AUG
initiation codons. However, three to four open reading frames were identified in the
CEVd-LSS (size range among 81 to 222 nt), and their tentative amino acids residue
numbers ranged from 27 to 78 amino acids (Table 3.3).
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CEVd (41.7%), however, strongly suggests that they are different species. CEVd and
CEVd-LSS also differ in terms of size, with CEVd being 371 nt in size, and CEVd-
LSS ranging from 394 to 395 nt (CEVd-Egypt is also within this range).

The CEVd-LSS secondary structures consisted of branch and cruciform
structures (Fig. 3.2) different from the rod-like secondary structures reported for
CEVd (21, 27). This may be due to the low sequence similarity between the
complete CEVd-LSS and CEVd genomes. However, one CEVd sequence isolate
described with a cruciform structure, involving 80 nucleotides at the left terminal
domain (30), had no sequence similarity with CEVd-LSS. The branched secondary
structure observed in the CEVd-LSS isolates (Fig. 3.2), suggests that this viroid may
belong to the Avsunviroidae family, considering that the most prominent
characteristic of this viroid family is the presence of hammerhead ribozymes (31, 32).
Furthermore, thirteen conserved ribozyme region nucleotides were identified in the
CEVd-LSS genome, although no hammerhead structure was observed, perhaps due
to each sequence’s position within the viroid genome.

The CCR is the functional domain for processing of the viroid genome (33,
34) and contains two sets of conserved nucleotides flanked by an inverted repeat in
the upper strand (24). In CEVd-LSS, the CCR lower strand had 16 modified
nucleotides (Fig. 3.1), which led us to hypothesize that CEVd-LSS populations might
not be able to replicate. This was not supported by the CEVd-LSS inoculation results
in Citrus autantium, Citrus limonia, Solanum lycopersicon and Capsicum annum, in
which the viroid effectively replicated. This may have occurred in CEVd-LSS
because the pospiviroid hairpin loop | (HPI), formed by the high strand CCR
sequences and inverted repeat sequences (35, 36), was found with almost 100% of
identity, interchanging only two nucleotides in the helix hairpin | (Fig. 3.1). This
structure is known to be involved in the oligonucleotide intermediates processing of
viroids (35, 36), besides the GAAA tetraloop which is part of the Loop E motif, is the
functional domain for viroid processing (33, 37). Thus, the CEVd-LSS sequences

have the functional domain basics necessary for genome processing.
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combined effects of the high replication error frequency of the RNA polymerase and
selection pressure (44, 45).

Phylogenetic analysis of the complete genome sequences of the CEVd-LSS
isolates showed that the CEVd and CEVd-LSS sequences formed two clades: one
containing the CEVd-LSS sequences and CEVd-Egypt (AY513268); and the second
clade included all the CEVd sequences (Fig. 3.3). The fact that the CEVd-LSS
sequences form a clade completely separate from the CEVd sequences strongly
suggests that the CEVd-LSS have a different evolutionary history. This is firmly
supported by the result in the identity percentage in the aligment of complete
genome, phylogenetic analysis, secondary structure determination, conserved
domain sequences identification and in vivo infectivity assay done here. In
conclusion, we suggest that CEVd-LSS is a tentative new citrus viroid species

infecting different citrus species in Yucatan, Mexico.
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4.2. INTRODUCCION

Los viroides son los patégenos infecciosos mas pequefios conocidos hasta
el momento induciendo enfermedades en las plantas silvestres y cultivadas (Diener,
1987, Fagoaga y Duran, 1996). Los viroides estan compuestos por ARN de cadena
sencilla y circular, sin cubierta proteica y no sintetizan proteinas (Diener, 1987). Sin
embargo, se replican de manera auténoma (a diferencia de los virus satelite que
requieren del virus “helper”) y se mueven en forma sistémica en las plantas
infectadas, lo cual sugiere que el genoma del viroide debe interactuar directamente
con factores del hospedante para realizar todas sus actividades mencionadas

anteriormente (Flores et al., 2005).

Las aiteraciones morfologicas y citoldgicas que provocan los viroides en su
hospedante han sido descritas hace ya varios afios (Moreshet et al., 1998; El Shafy
et al., 1971). A nivel molecular las alteraciones inducidas por viroides son la
acumulacion diferencial de proteinas PR y ARNm en plantas infectadas y de otros
compuestos como acido gentisico en tomate (Solanum lycopersicom) (Belles et al.,
1999), proteinas tipo osmotina (proteina PR ubicada dentro del grupo PR-5) en
tomate y tabaco (Nicotiana tabacum) (Medrano et al., 1992) y disminucién del nivel
de putrescina libre en tomate y Gynura aurantiaca (Belles et al.,, 1991; Belles et al.,
1993). Algunos viroides inducen una disminucion en el nivel de transcritos del gen
que codifica la giberelina oxidasa 20 (Vidal et al., 2003), otros inducen el incremento
en la expresién del gen de una proteina cinasa (Hammond y Zhao, 2000) y de varios
genes PR en tomate (ltaya et al., 2002). Wang y colaboradores (2004) sugirieron
que el mecanismo de patogenicidad de los viroides es via silenciamiento
postranscripcional de genes de importancia para la planta, lo cual podria explicar las
alteraciones mencionadas anteriormente.

Considerando las evidencias citadas anteriormente, asi como otros factores
como: la importancia de los citricos en México (FAO, 2005), la amplia distribucién
del Citrus cachexia viroid (CcaVd) en nuestro pafs y muchas otras regiones
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acido salicilico exdgeno, el cual es capaz de inducir otras proteinas PR inducidas
por CEVd en tomate (Belles et al., 1999).

Otros autores identificaron proteinas tipo osmotina (proteina PR ubicada
dentro del grupo PR-5) inducidas de manera especifica por el Tomato planta macho
viroid en plantas de tabaco y tomate (Medrano et al., 1992). Por otra parte, el CEVd
ocasiona un decremento del nivel de putrescina libre en tomate var. Rutgers y
Gynura aurantiaca (Belles et al., 1991). Estos cambios en el nivel de putrescina son
regulados via actividad de la ornitina descarboxilasa (Belles et al., 1993).

Conejero y colaboradores (1979), reportaron que CEVd indujo en plantas de
tomate y papa el incremento en la acumulacién de dos proteinas de bajo peso
molecular las cuales fueron de 12000 daltons (P1) y 16300 daltons (P2) mientras
que en Gynura y cidra los tamafos fueron de 13700 (P1) y 18000 daltons (P2). Sin
embargo, estas proteinas también se indujeron de manera natural en plantas
senescentes de Gynura.

Vera y colaboradores (1988, 1989), determinaron que una proteinasa
relacionada con la patogenicidad (P69), se acumula intra y extracelularmente en
células del parénquima foliar de plantas de tabaco infectadas por el CEvd.
Intracelularmente esta proteina siempre se le encontré dentro de la vacuola,
mientras que extracelularmente se encontré asociado con un material denso

electrénicamente y disperso en los espacios intercelulares.

Rodrigo y colaboradores (1989), reportaron la degradacién de proteinas
relacionadas con la patogénesis por actividad endoproteclitica (una aspartil-
endoproteinasa de 37000 Da) constitutiva que co-localiza con proteinas PR en el
espacio interceluiar de hojas de tomate infectadas por CEVd. Los mismos autores
mencionan que esta proteasa presenta una inhibicién selectiva por pepstatina. Por
otra parte en extractos crudos, la enzima no parece degradar a ofras proteinas y su
especificidad sugiere que esta involucrada en la via de degradacion extracelular de

proteinas PR y en la regulacidn de su funcion biolégica.
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ASBVd en plantas de aguacate, asi como los sintomas de la enfermedad, son
factores que influyen en la deteccién vy titulo de los ARNs de interferencia que
participan en el silenciamiento post-transcripcional, ya que en tejidos dafados de
(moteados, blanqueados) aguacate se detectaron ARNs de interferencia, pero no en
tejidos aparentemente sanos de la misma hoja (Markarian et al., 2004).

Las alteraciones que provocan los viroides a nivel molecular han permitido
identificar un gen de la proteina cinasa pkv (55 kDa), que se activa
transcripcionalmente en plantas infectadas con variantes severas o intermedias de
PSTVd y a bajo nivel en plantas infectadas por variantes ligeras (Hammond y Zhao,
2000). Por otro lado, se ha reportado que el CEVd afecta el nivel de transcritos del
gen que codifica para la giberelina oxidasa 20 (una de las enzimas involucrada en la
ruta de biosintesis de giberelina GAS3, a formas activas Ga1) en citricos. Ademas
se observd una correlacion en el nivel de transcritos del gen giberelina oxidasa 20 y
Ga1l. Este mismo efecto es ocasionado por bajas temperaturas (17 a 12 °C). Los
autores sugieren que la reduccion en el tamaio del arbol afectado por patdégenos
como CEVd puede deberse parcialmente a la regulacién de los niveles de
transcritos del gen de la giberelina oxidasa 20 (Vidal et al., 2003). Las alteraciones
mencionadas anteriormente a nivel de proteinas y genes del hospedante, debidas a
viroides de los citricos, se han realizado en modelos herbaceos y no en citricos, por
lo que resulta importante determinar el comportamiento de la ultima especie a la
infecciéon por viroides. El objetivo de este trabajo fue identificar a los genes
expresados diferencialmente en plantas susceptibles, lima rangpur (Citrus limonia), y
tolerantes, naranjo agrio (Citrus aurantium), durante la infeccion por Citrus caquexia

viroid.
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tratamiento con DNAsa | (Turbo DNAsa libre de RNAsa), siguiendo las instrucciones
del proveedor (Ambion®). La integridad del ARN extraido en plantas sanas y
enfermas (inoculado con CcaVd), fue determinada mediante electroforesis en
agarosa y se cuantificé por espectrofotometria. Un volumen de 2 pl de ARN (20
pg/ul) total fue utilizado para la sintesis del cDNA de cada una de las muestras,
utilizando el oligo dT como iniciador (42 -C durante 1h). Cinco yl de cDNA de cada
una de las muestras en cada uno de los tiempos y tratamientos fueron mezclados,
formando un total de 9 muestras compuestas (tres inoculados con viroide, tres con
buffer de fosfatos y tres testigos absolutos), las cuales fueron utilizados en la
amplificacion del ADNc mediante PCR, utilizando dATPs y 15 combinaciones de
oligonucleotidos arbitrarios (“oligos” P) y “oligonucleotidos dT {poli T mas dos bases
al final de la secuencia) en cada especie. El programa térmico utilizado fue de tres
ciclos iniciales para permitir que los iniciadores se alinien e inicien la sintesis del
ADN. Las condiciones de amplificacion fueron las recomendadas por el fabricante
del Kit (PROMEGA) de expresion diferencial (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1. Condiciones de amplificacién utilizados en la prueba de expresion

diferencial.

Temperatura (°C)  TIEMPO ( Min) No. CICLOS

94 5 1

50 30 1

94 2 1

94 1 40

54 1.30 40

72 2 40

72 10 Extension
4 a

88






4.5. RESULTADOS

4.5.1. Preparacion de material vegetal para Expresién diferencial

El despliegue diferencial realizado en las planta inoculadas con Citrus
cachexia viroid y los controles en lima rangpur como especies susceptible, permitio
identificar un total de 529 bandas, de las cuales siete incrementaron su expresion,
cuatro disminuyeron, 16 se apagaron y 18 se encendieron en lima rangpur. Todas

estas bandas fueron reamplificadas (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2. Numero de bandas amplificadas con expresion diferencial en cada uno

de los tratamientos en Lima rangpur.

Expresion Expresion Apagadas Encendidas Total

()

P3-T5 - - 1 3 46
P9-T1 --- - - - 9
P1-T9 4 --- --- - 56
P2-T2 --- 1 1 --- 26
P4-T7 - - - - 17
P6-T4 - -—- 1 1 23
P7-T6 --- - 2 1 28
P8-T3 - - 1 1 25
P5-T9 1 - 1 - 37
P10-T8 --- --- 1 49
P3-T2 - 2 - 4 34
P9-T5 - - 4 1 21
P1-T3 --- 1 3 2 62
P3-T8 --- - 1 - 58
Total 7 4 16 18
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Cuadro 4.3. Numero de bandas amplificadas con expresion diferencial en cada uno

de los tratamientos en Naranjo agrio.

Expresién Expresion Apagadas Encendidas Total

()

P5-T3 --- 2 - - 32
P3-T5 --- 1 2 1 36
P9-T1 - 1 1 --- 21
P1-T9 --- - --- 1 16
P2-T2 - - - --- 24
P4-T7 --- --- 2 2 16
P6-T4 -—- - 2 - 12
P7-T6 --- -~ 2 - 16
P8-T3 - - 1 1 38
P5-T9 - - 3 - 35
P10-T8  --- 1 --- 1 47
P3-T2 --- --- 3 - 45
P9-TS --- --- 4 - 25
P1-T3 --- -~ - --- 25
P3-T8 --- - --- 2 47
Total 0 5 20 3

No se observaron bandas conrrespondientes a ARNs mensajero de naranjo agrio
con mayor expresion con relacion al testigo en ninguna de las 15 combinaciones de
oligonucleotidos utilizado en este trabajo (Cuadro 4.3).

Se reamplificaron las muestras y clonaron la totalidad de las bandas de
interés, haciendo un total de 78 bandas. Actualmente se cuenta con 275 bandas
que no han podido ser secuenciadas en Macrogen Corea. Sin embargo, este
capitulo sera continuado hasta obtener las secuencias y confirmar que la expresion
diferencial de los genes de interes son debidos a la infeccion por el viroide Citrus
cachexia viroid. Tambien se han clonado y secuenciado los transcritos del gen de
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reportada en los huertos es de 4.34% y 0.70%; (Silva-Vara et al.,, 2001) y no hay un
solo reporte de arboles muertos por VTC en el pais hasta el momento.

Las evidencias tales como la estructura secundaria, el porcentaje de identidad con el
genoma completo y con los dominios conservados, ademas del analisis filogenético
del CEVd-Yuc (Fig. 1, 2 y 3 del Capitulo 3), al ser comparados con secuencias de
CEVd reportadas en la base de datos, confirman Ia presencia de un nuevo viroide
de los citricos, Citrus exocortis viroid low sequense similarity (CEVd-LSS), en
Yucatan México, el cual tiene un tamafo de 390-395 pb y no induce sintomas
visibles en naranjo agrio, lima rangpur, tomate y chile. Sin embargo, falta confirmar
mediante los postulados de Koch la patogenicidad del nuevo viroide, mediante el
uso de mayor nimero hospedantes herbaceos y perennes altamente susceptibles a
viroides de los citricos, tales como Cidra etrog, Mandarina pearson, Pepino variedad

Poisett y Gynura aurantiaca, entre otros.
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4.9. PERSPECTIVAS

Continuar con la caracterizacién molecular de los viroides detectados en el
estado de Yucatan, con el objeto de secuenciar el genoma completo de los viroides
faltantes (CVd-lV, CVd-OS y CVd-LSS). Ademas, es conveniente determinar bajo
ias condiciones del pais las alteraciones de cada uno de los viroides detectados
sobre los hospedantes en los cuales fueron detectados, poniendo especial atencién

en la variante de CcaVd aislada de arboles de lima persa con sintomatologia severa.

La presencia de los viroides de los citricos en las plantaciones citricolas de Yucatan,
en los cuales se intercalan cultivos de hortalizas importantes como el chile habanero
y tomate, tambien hospedantes de estos viroides, sugieren que los efectos de estos
patdégenos no se limitan al cultivo de citricos, por lo que la valoracién del efecto de

los CVds en hortalizas deben ser considerados de vital importancia.

Realizar la caracterizacion sintomatolédgica del CEVA-LSS (incluso en combinacién
con CVds) sobre mayor nimero de hospedantes herbaceos tales como papa, melén
y especies de citricos altamente susceptibles como cidra etrog y mandarina
pearson. Considerando ademas, el uso de RNA del viroide obtenido mediante
transcripcion in vitro, asi como el mantenimiento de las plantas infectadas a
temperaturas mas altas y durante mayor tiempo para permitir la acumulacién de las

particulas viroidales en el tejido vegetal.

Secuenciar las bandas de expresién diferencial identificadas en plantas de naranjo

agrio y lima rangpur, y confirmar que la expresién diferencial es debida por Ccavd.
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