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El virus tristeza de los citricos
(Citrus tristeza virus = CTV) es de
distribucion mundial, y ocasiona
una de las enfermedades mas
destructivas en el cultivo de los
citricos.">$2® En los ultimos 80
afios han ocurrido epifitias seve-
ras a causa del CTV en diferentes lugares del mun-
do, con pérdidas estimadas en mas de 100 millo-
nes de arboles injertados en naranjo agrio (Citrus
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awrantium L.)."® Por lo anterior, anualmente, en
diversos paises se llevan a cabo campanas intensi-
vas de deteccion de arboles infectados, con el ob-
jetivo de evitar la diseminacion del virus, para pre-
venir el desarrollo de epifitias,*710:222529.33
Desde que la técnica ELISA se implemento
para la deteccion del CTV,? se han desarrollado
varios protocolos de la misma,**'"*" por lo que
ésta se ha convertido en una herramienta indis-
pensable a nivel mundial para el andlisis masivo
de muestras de citricos, con fines de investigacion
y manejo integrado de la enfermedad. La produc-

[[] El presente articulo estd basado en la investigacion "Desa-
rrollo y uso de un sistema serolégico para la deteccion del
virus de la tristeza en el andlisis masivo de muestras de
citricos", galardonada con el Premio de Investigacion UANL
2010 en la categoria de Ciencias de la Tierra y Agropecua-
rias, oforgado en sesién solemne del Consejo Universitario,
en septiembre de 2010.
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cion de anticuerpos para la deteccion del CTV, ya
sean policlonales®'? 0 monoclonales,®*"! se ha lo-
grado con preparaciones purificadas de virus como
inmunogeno. Cabe mencionar que algunos de los
anticuerpos desarrollados en el pasado se utilizan
en forma rutinaria en actividades de investigacion
especificas, mientras que otros han estado dispo-
nibles en forma comercial, a través de varias com-
panias para el analisis masivo de muestras de citri-
cos a nivel mundial. En adicion a lo anterior, va-
rios grupos de investigacion han desarrollado an-
ticuerpos policlonales hacia la proteina recombi-
nante (prb) del gen p25 de la cubierta proteica del
CTV."%% Sin embargo, tales anticuerpos han
mostrado resultados inconsistentes como anticuer-
pos primarios (de tapizado) bajo condiciones no
desnaturalizantes;*** por lo anterior, su empleo
a gran escala se ha restringido s6lo como anticuer-
po intermedio en pruebas ELISA de doble sand-
wich indirecta (ELISA-DASI) ), % (Polek, ML,
datos no publicados). En nuestro laboratorio he-
mos desarrollado anticuerpos contra la prb para
varios aislamientos mexicanos del CTV en cabras
y conejos, los cuales tienen una marcada particu-

*Facultad de Ciencias Biologicas, UANL. Pedro de Alba s/n,
Cd. Universitaria. San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, Méxi-
co CP 66450. México

Este trabajo fue publicado en Plant Disease 93:11-16 (2009).

CIENCIA UANL / VOL. XIlI, No. 4, OCTUBRE - DICIEMBRE 2010



MARIA MAGDALENA IRACHETA CARDENAS, MARIO ALBERTO ROCHA PENA

laridad de poder emplearse como anticuerpos pri-
marios (atrapantes de virus en placas de
microtitulacion) y como anticuerpos intermedios
(detectantes) en pruebas ELISA-DASI." En el pre-
sente trabajo se reporta: 1) el desarrollo y uso de
un sistema para la deteccion serologica del CTV,
con base en el empleo de anticuerpos prb y su
utilidad para el analisis masivo de muestras de ci-
tricos. 2) Su reactividad con una coleccion de ais-
lamientos del CTV, con diferentes propiedades
biologicas y de origenes geograficos diversos. 3)
Su comparacién con otros dos kits de deteccion.

Materiales y métodos
Fuente de anticuerpos

Los anticuerpos empleados fueron los siguientes:
1) anticuerpos desarrollados en cabra (T'1) y cone-
jo (C3)" obtenidos contra la prb sin marca de los
aislamientos mexicanos MX08 y MX14 del CTV,
respectivamente, expresada en Escherichia coli.* 2)
Anticuerpos empleados rutinariamente en el pro-
tocolo de deteccion del CTV empleado por la
Agencia de Erradicacion del Virus de la Tristeza
del Valle Central California (Central California
Tristeza Eradication Agency = CCTEA), el cual se
integra de anticuerpos primarios e intermedios
policlonales desarrollados en cabra y conejo, res-
pectivamente. Los anticuerpos primarios (de tapi-
zado) se desarrollaron contra particulas comple-
tas del virus (proporcionados por el Programa de
Proteccion Clonal de Citricos {= California Citrus
Clonal Program (CCPP) de la Universidad de
California (Dept. Plant Pathology, UC Riverside,
California)}; los anticuerpos intermedios se desa-
rrollaron contra una prb fusionada a maltosa, a
partir del aislamiento SY568 del CTV de Califor-
nia.”” La tercera fuente de anticuerpos fue el kit
comercial de Agdia SRA 78900/1000 (Elkhart,
Indiana, USA). Los anticuerpos prb de cabra T1
y conejo C3 se purificaron mediante precipitacion
con sulfato de amonio, y se ajustaron a una con-
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centracion de 1.0 mg/ml (OD, = 1.45) por es-

pectrofotometria.’
Muestras de tejido

El tejido de citricos analizado fue de tres origenes:
1) muestras de citricos de la coleccion internacio-
nal de aislamientos del CTV del Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (USDA),
ubicado en Beltsville, Maryland, EUA.'° Estos 69
aislamientos representan los diez grupos de razas
biologicamente caracterizadas de origenes geogra-
ficos diversos. 2) Muestras de citricos de la colec-
cion de aislamientos del CTV de California man-
tenidos bajo condiciones de invernadero en la sede
del CCTEA en Tulare, California, USA. Estos
aislamientos representan todos los grupos de ra-
zas bioldgicamente caracterizadas de California.?’
3) Muestras de citricos colectadas en plantaciones
comerciales como parte del programa regular del

CCTEA en el Valle Central de San Joaquin.
Colecta de tejido y preparacion de muestras

La colecta de tejido se llevo a cabo mediante una
metodologia estandarizada desarrollada por la
CCTEA,” la cual consistid en colectar muestras
de ocho a diez brotes tiernos, con hojas totalmen-
te expandidas de cada planta de citricos; se colo-
caron éstas en bolsas de plastico, se etiquetaron y
se transportaron al laboratorio en hieleras. Una
vez en el laboratorio, de cada muestra se molieron
0.5 gramos de peciolos en 5 ml de solucion
amortiguadora de extraccion {solucién salina de
fosfatos (PBS salina)}, adicionada con 0.05% de
Tween 20, 2% de polivinilpirrolidona y 0.2% de
albumina de suero bovina (p/v), con un
homogenizador de tejidos Kleco. En relacion a la
coleccion internacional de aislamientos del CTV
bajo resguardo del Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos, las muestras correspon-
dientes se prepararon en las instalaciones del
USDA en Beltsville, Maryland, en forma de teji-

do desecado, y siguiendo las normas legales res-
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pectivas se empacaron y se enviaron a la sede del
USDA, en Riverside California, para su analisis;
las muestras de tejido desecado se conservaron a -
20°C, previo a su evaluacion; 25 mg de tejido de-
secado de cada aislamiento del CTV se
rehidrataron en 5 ml de solucién amortiguadora
de extraccion, durante 24 h; posteriormente, en
forma individual, cada muestra de tejido se tritu-
6 en el homogenizador de tejido Kleco, como se
menciono previamente.

Pruebas serologicas

Todas las pruebas serologicas se llevaron a cabo de
acuerdo al sistema de ELISA sandwich de doble
anticuerpo indirecto (DASI),” en placas de
microtitulacién Nunc Maxisorb fondo plano, con
volumenes de 100 ml por pocillo, y se aplicaron
tres lavados entre cada uno de los pasos con solu-
cion de lavado (PBS-salina-Tween 0.5%). Las pla-
cas se tapizaron con los anticuerpos diluidos en
solucién amortiguadora de carbonatos, y se incu-
baron por 6 h a 37°C. Y las muestras de citricos
(antigenos) se incubaron durante 16-18 h a 5°C;
cada uno de los anticuerpos intermedios se dilu-
yo en solucion de extraccion, y se incubaron 4 h a
37°C. Después de los lavados, los conjugados
enzimaticos correspondientes se diluyeron en so-
lucion de extraccion, y se incubaron por 2 h a
37°C. Al final se aplico la solucion colorimétrica,
durante 60 min, compuesta por 1.0 mg/ml de p-
nitrofenil fosfato (Sigma N 2765), en 10% de
dietanolamina, pH 9.8, y se cuantificé mediante
espectrofotometria a una densidad 6ptica de 405
nm (DO 405). Los anticuerpos prb de cabra T1 (ta-
pizado) y de conejo C3 (intermedio) se emplea-
ron a concentraciones de 3 ug/mly 0.1 pug/ml,
respectivamente; el conjugado enzimatico de ca-
bra anti-igG de conejo (Sigma A3812) se emple6 a
una dilucion de 1:30,000. Los anticuerpos de la
CCTEA se emplearon de acuerdo al protocolo
preestablecido,’ vy el kit de deteccion de Agdia se
us6 de acuerdo a las recomendaciones del fabri-
cante. En cada experimento se incluyeron dos re-
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peticiones de cada muestra de citricos; asimismo,
se incluyeron muestras estandar de extractos de
tejido de citricos de naranja dulce, toronja, man-
darina (C. reticulata blanco) infectadas por el CTYV,
asi como extractos de plantas sanas de las mismas
especies crecidas en el invernadero, a manera de
controles positivos y negativos, respectivamente.
Cada placa ELISA conto con un minimo de dos
repeticiones de extractos de cada control positivo
y negativo de naranja dulce, toronja y mandarina.
Se consideraron muestras positivas (+) al CTV,
cuando la lectura de la DO, fue dos veces mayor
al valor de la media de las muestras provenientes
de plantas sanas. Se consideraron como muestras
negativas (— ) las que mostraron valores de DO 105
menores de 0.100, o dos veces la media de los
extractos de plantas sanas. El criterio con base en
los valores de las lecturas de DO, ., para discrimi-
nar muestras positivas o negativas al CTV fue solo
estimativo, y se utiliza en forma rutinaria en el
programa anual de monitoreo de plantas de citri-
cos con fines de erradicacion por la CCTEA.

Resultados

Reactividad de la combinacién de anticuerpos prb
cabra T1 y conejo C3 con la coleccidon interna-
cional de aislamientos del CTV de origenes geo-
graficos diversos

Esta parte del trabajo se condujo en las instalacio-
nes del Repositorio Nacional de Germoplasma de
Citricos del USDA, localizado en Riverside, Cali-
fornia, empleando 69 aislamientos del CTV que
representan todas las propiedades biologicas del
CTV. En los ensayos ELISA-DASI con los anti-
cuerpos prb T1/C3 todos los aislamientos del
CTV evaluados mostraron valores de DO, en-
tre 0.250 y 2.200. Seis (8.69%) aislamientos die-
ron valores de DO, entre 0.200 y 0.500, nueve
(13.04%) entre O. 500 y 1.000, 30 (43.47%) en-
tre 1.000 y 1.500, 20 (28.98%) entre 1.500 y
2.000, y cuatro (5.79%) arriba de 2.000. Por el

contrario, los valores de DO, para las muestras
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de tejido sano fueron menores a 0.100. Y los valo-
res de DO, para las muestras de tejido sano fue-
ron menores a 0.100.

Comparacion de la combinacién de anticuerpos
prb cabra T1 y conejo C3, con el protocolo de la
CCTEA y un kit comercial de deteccion del CTV

Esta parte del trabajo se llevo a cabo en las insta-
laciones de la CCTEA, localizada en Tulare, Cali-
fornia, con una coleccion de 280 aislamientos del
CTV de California, mantenidos bajo condicio-
nes de invernadero. En el primer ensayo se em-
plearon 40 aislamientos de la coleccion del CTV
de California, para comparar la combinacion T1/
C3 con el protocolo de la CCTEA vy el estuche
comercial de Agdia (figura 1). Las tres fuentes de
anticuerpos discriminaron en forma consistente
las muestras positivas al CTV de las muestras de
plantas sanas con valores de DO, , que oscilaron
entre 0.250 y 1.850 para todo el tejido infectado;
mientras que para las muestras de tejido sano los
valores de DO, fueron menores a 0.100 para las
tres fuentes de ant1cuerpos (figura 1). Adicional-
mente, se observd 100% de coincidencia en la
discriminacion de muestras positivas de las nega-

tivas en los tres sistemas de deteccion del CTV
(figura 1). En una segunda evaluacién se emplea-
ron 240 aislamientos adicionales del CTV de
California, para comparar en forma individual la
combinacion de anticuerpos prb T1/C3 y el pro-
tocolo de deteccion de la CCTEA. De nueva cuen-
ta, ambos sistemas de deteccion mostraron 100%
de coincidencia en la discriminacion entre mues-
tras positivas la CTV de plantas sanas (tabla I);
152 aislamientos (63.33%) dieron valores de
DO, similares con menos de 0.100 de diferen-
cia; 77 (27.91%) dieron valores de DO, , mayo-
res con mas de 0.100 por el protocolo de la
CCTEA, en comparacion con la combinacion de
anticuerpos prb T1/C3; asimismo, 21 (8.75%)
aislamientos dieron valores de DO, mayores con
mas de 0.100, por la combinacion cabra T1/co-
nejo C3, en comparacion con el protocolo de la

CCTEA (tabla ).

Evaluacion de los anticuerpos prb cabra T1 y co-
nejo C3 con muestras de campo

Esta parte del trabajo también se llevo a cabo en
las instalaciones de la CCTEA, localizada en
Tulare, California, en la que se evaluo la eficiencia
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Fig. 1. Comparacion de la combinacion de anticuerpos prb cabra T1/conejo C3, con los anticuerpos contenidos en el protocolo
de la CCTEA vy del kit comercial de Agdia para la deteccion del CTV con 40 aislamientos del CTV de California. La barra

superior de cada lectura de densidad optica (DO, .) indica la desviacion estandar de dos repeticiones de cada aislamiento (ver

405
detalles en tabla [ y en "Materiales y métodos").
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Tabla I. Comparacion de los anticuerpos prb cabra T1/conejo C3, con el protocolo de la CCTEA para la deteccion del virus de
la tristeza, con 260 aislamientos del de CTV de California (ver detalles en "Materiales y métodos").

Aislamiento Valores similares de Valores mayores de Valores mayores de 0.100 Total
del CTV ODygs (< 0.100 diferentes) 0.100 por el por la combinacién T1/C3
entre el protocolo de la protocolo de la vs el protocolo de la
CCTEA vs T1/C3Y CCTEA vs T1/C3 CCTEA

41-88 18 (37.50) ¥ 23 (48.00) 7(14.58) 48(100)
89-136 33 (68.75) 10 (20.83) 5(10.41) 48(100)
137-184 34 (70.84) 9 (18.75) 5(10.41) 48(100)
185-232 37 (77.08) 7(14.58) 4 (8.33) 48(100)
233-280 30 (62.50) 18 (37.50) 0 (0%) 48(100)

Total 152 67 21 240(100)

I Lecturas iguales de OD405 iguales o < 0.100 entre ellos
¥ Ntmero de muestras (%).

Tabla II. Comparacion seroldgica entre el protocolo de la CCTEA y la combinacion de anticuerpos prb T1/C3, con muestras de
campo de variedades de mandarina y controles sanos (negativos) e infectados (positivos) al CTV en ensayos de ELISA- DASI (ver

detalles en "Materiales y métodos").

Protocolo CCTEA

Lote Total de Media Rango ODyys | Namero de muestras | Control sano Control

muestras ODyps* positivas ** ODys positivo ODygs
45A 144 0.139 0.207-0.101 20 0.083 1.337
04B 93 0.117 0.183-0.079 19 0.079 1.177
06" 117 0.112 0.213-0.078 19 0.079 1.216
04F 42 0.120 0.182-0.087 3 0.083 1.323
04G 42 0.121 0.163-0.083 4 0.074 1.206
Total 428 45

Combinacion de anticuerpos prb T1/C3

Lote Total de Media Rango ODyys | Numero de muestras | Control sano Control

muestras ODyps* positivas ** ODyps positivo ODygs
45A 144 0.065 0.097-0.061 0 0.064 1.273
04B 93 0.061 0.065-0.060 0 0.059 1.175
06" 117 0.062 0.074-0.057 0 0.060 1.166
04F 42 0.057 0.070-0.053 0 0.053 1.008
04G 42 0.061 0.070-0.056 0 0.060 1.044
Total 428 0

* Densidad optica a 405nm (DO405) después de 60 min de reaccion de la solucion de substrato. Promedio de dos repeticiones
por placa de microtitulacion ELISA. Las reacciones se consideraron positivas (+) cuando la media de DO405 fue mayor a dos
veces la media de las lecturas de los testigos de plantas sanas o 0.100, cualquera que fuera mayor. Los valores menores a 0.100 de

DO405 se consideraron negatives ( - ).

** Los numeros de "muestras positivas” con el protocolo de la CCTEA son de hecho falsos positivos.
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de los anticuerpos prb T1/C3 para el analisis
masivo de muestras colectadas a nivel de campo.
En un primer ensayo se evaluaron cinco lotes plan-
tados con diversas variedades de mandarina, las
cuales, con anterioridad, han arrojado valores
atipicamente altos de DO, ; en pruebas DASI
ELISA, durante los muestreos de primavera del
programa de erradicacion de la CCTEA.***? Con
el protocolo de la CCTEA se obtuvieron valores
de DO, en el rango de 0.083-0.213 en 480
muestras de mandarinas (tabla II). Por el contra-
rio, para estas mismas 480 muestras de
mandarinas, analizadas con la combinacion de
anticuerpos prb T1/C3, se obtuvieron valores de
DO, en el rango of 0.056-0.097. En ambos en-
sayos, para los muestras de plantas sanas (testigos
negativos), se obtuvieron en forma consistente
valores de DO 405 Menores de 0.100. Asimismo,
las muestras de tejido de citricos incluidas como
controles positivos arrojaron valores de DO,
entre 1.177-1.337 con los anticuerpos empleados
en el protocolo de la CCTEA y de 1.008-1.273,
con la combinacién de anticuerpos prb T1/C3
(tabla II). Con base en el criterio para identificar
muestras positivas (+) al CTV establecido, hubo
cero muestras positivas al CTV, detectadas con la
combinacion de anticuerpos prb T1/C3; por el
contrario, con los anticuerpos empleados en el
protocolo de la CCTEA resultaron 45 muestras
potencialmente positivas al CTV en estos cuatro
lotes de mandarinas a nivel de campo (tabla II).

En un estudio previo,*” las mismas muestras de
mandarinas sospechosas de estar infectadas por el
CTV se determind que eran negativas al CTV,
mediante métodos moleculares de inmunocaptura
(IC) y RT-PRC; por lo tanto, nuestra conclusion
fue que en realidad las 45 muestras de mandarinas,
potencialmente positivas al CTV, son en realidad
falsos positivos. En un ensayo final se evalué de
nuevo la combinacion de anticuerpos prb T1/C3,
con muestras de campo colectadas en plantacio-
nes comerciales como parte del programa regular
de monitoreo de la CCTEA. La evaluacion inclu-
v6 41,195 muestras de 301 huertas comerciales de
los distritos 1, 2 y 3 del Valle Central de Califor-
nia. Se encontré un total de 26 arboles positivos
al CTV, con los anticuerpos prb T1/C3, con
0.063 por ciento de muestras infectadas por el
CTV (tabla IID).

Discusion

En el presente trabajo se reportan las ventajas de
usar anticuerpos desarrollados contra la proteina
recombinante prb de la proteina de la cubierta
del CTV, como anticuerpos primarios o atrapantes
(cabra T1), para tapizar las placas de
microtitulacion, y como anticuerpos intermedios
(conejo C3) para detectar al antigeno en pruebas
de DASI-ELISA, a manera de kit completo para la
deteccion del CTV. El empleo de la combinacion
T1/C3 resultd en una deteccion consistente del

Tabla III. Deteccion del CTV, con la combinacion de anticuerpos prb T1/C3, a partir de muestras de campo de plantaciones
jovenes (< 5 afios) de naranja dulce y variedades de mandarinas colectadas, de marzo a junio del 2007, en tres distritos de tres

municipios del Valle Central de San Joaquin, California.

Distrito Niamero de huertas Nimero de Niumero de muestras | % muestras positivas al
No. muestreadas muestras positivas al CTV CTV
1 54 5,268 0 0.000
2 233 34,559 15 0.043
3 14 1,368 11 0.804
Total 301 41,195 26 0.063
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CTV en muestras de citricos, y la discriminacion
de plantas sanas e infectadas fue mas que satisfac-
toria. Los anticuerpos prb T1/C3 mostraron
100% de deteccion en una coleccion de 69 aisla-
mientos del CTV de origenes geograficos diversos
que ocasionan un amplio espectro de sintomas
en diferentes hospedantes citricos, como: declina-
miento, amarillamiento de plantulas, picado de
tallo en naranja y toronja, asi como sintomas dé-
biles y combinaciones de estos sintomas. Estos
aislamientos del CTV representan poblaciones del
virus de 18 paises, en cinco continentes. En 93%
de los aislamientos se detectaron, en forma con-
sistente, lecturas de densidad optica DO, ; en el
rango de 0.500 a 2.200; solamente seis aislamien-
tos dieron lecturas de DO, en el rango de 0.200
y 0.500, lo cual es considerado de todas formas
adecuado para la deteccion del virus, cuando las
lecturas de DO, para las plantas sanas utilizadas
como controles negativos fueron inferiores a
0.100. Los resultados anteriores demostraron la
capacidad de los anticuerpos prb de cabra T1 y
conejo C3 para reconocer una gama amplia de
aislamientos del CTV, con propiedades bioldgi-
cas diversas y de diferentes origenes geograficos.
La combinacion de anticuerpos prb T1/C3
también mostréd 100% de deteccidon con los 280
aislamientos del CTV de California (figura 1, ta-
bla I). Estos aislamientos del CTV ocasionan una
gama de sintomas en diferentes hospedantes citri-
cos y representan los aislamientos del CTV en-
contrados en plantaciones comerciales de citricos
en California, desde 1993.2 Los resultados obte-
nidos con la combinacion de anticuerpos prb T1/
C3 con los aislamientos de California fue igual-
mente eficiente que la lograda con los anticuer-
pos contenidos en el protocolo de la CCTEA, asi
como con el kit de deteccion de Agdia, respectiva-
mente, con 100% de deteccion del CTV por las
tres fuentes de anticuerpos. No obstante, se en-
contraron algunas pequenas diferencias en las lec-
turas de densidad optica DO, obtenidas con la
combinacién de anticuerpos prb T1/C3, compa-
rada con los anticuerpos del protocolo de la
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CCTEA y del kit de deteccion de Agdia (figura 1,
tabla I); sin embargo, tales diferencias fueron si-
milares a las que normalmente se encuentran cuan-
do se comparan varios kits comerciales de detec-
cion del CTV,* y se puede explicar con base en la
naturaleza de los anticuerpos contenidos en cada
kit de deteccion,™ y que se relaciona con la con-
centracion particular de los anticuerpos emplea-
dos y la especificidad de los mismos.

Un rasgo notable de los anticuerpos prb de
cabra T1y conejo C3 fue su utilidad para el anali-
sis masivo de muestras de citricos (tablas II y I1I),
e incluye los cultivares de mandarina que en estu-
dios previos han mostrado valores altos de densi-
dad optica DO,,, con la combinacion de
anticuerpos contenida en el protocolo de la
CCTEA.**** En el presente estudio, los valores
de lectura DO, , obtenidos con los anticuerpos
del protocolo de la CCTEA con las muestras de
mandarina, oscilaron en el rango de 0.083 2 0.213,
mientras que las lecturas DO, ; con las mismas
muestras de mandarinas analizadas con la combi-
nacion de anticuerpos prb T1y C3 estuvieron en
el rango de 0.056 a 0.097 (tabla II). El porqué
ocurri¢ este fendmeno con los anticuerpos conte-
nidos en el protocolo de la CCTEA, y no con la
combinacion de T1/C3, podria explicarse por la
naturaleza de los anticuerpos contenidos en cada
unos de los sistemas de deteccion. En el protoco-
lo de la CCTEA se emplean como anticuerpos
primarios cabra anti-CTV desarrollados contra
particulas completas del virus y como anticuer-
pos intermedios emplea anticuerpos desarrollados
contra la proteina de fusion recombinante de
maltosa (MBS) (prb-MBS) del aislamiento SY568
del CTV de California."” Por el contrario, la com-
binacién de anticuerpos T1/C3 se desarrollaron
contra prb sin marca,” la cual fue purificada me-
diante electroforesis SDS-PAGE, y dializada
extensivamente contra solucién amortiguadora de
fosfatos, antes de ser empleada como
inmundgeno.? Es probable que algtin anticuer-
po presente en el antisuero completo contra la
proteina de fusién de maltosa tenga alguna afini-
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dad seroldgica con proteinas tipo-estrés potencial-
mente presentes en las variedades de mandarina a
nivel de campo. Esta posibilidad se basa en el he-
cho de que la absorcién cruzada de los anticuer-
pos preparados contra la prb MBP con extractos
de tejido de mandarina remedia el problema.*
No obstante que la hipotesis anterior requiere ve-
rificacion, los resultados obtenidos pusieron en
evidencia la efectividad de los anticuerpos prb T1/
C3, para no producir reacciones inespecificas en
muestras colectadas a nivel de campo.

El CTV es un patdgeno regulado en una gran
cantidad de paises, y anualmente se procesan mi-
llones muestras de arboles a nivel mundial para
detectar la presencia del CTV; lo anterior, con el
objetivo primordial de eliminar focos de infeccién,
ya sea en material de propagacion de citricos den-
tro de los programas de certificacion, o para evitar
la diseminacion natural del virus y evitar la ocu-
rrencia de epifitias futuras en el campo.

Finalmente, los resultados obtenidos en el pre-
sente trabajo proporcionan evidencia de que los
anticuerpos desarrollados contra la prb del CTV
son una opcion viable para el muestreo masivo de
plantas de citricos. De acuerdo con nuestro siste-
ma serologico de deteccion, los puntos clave son:
1) disponer de los cultivos de Escherichia coli trans-
formados con el gen p25 de la cubierta proteica
del virus; 2) purificar la correspondiente proteina
recombinante sin marca, a través de electroforesis
en geles de poliacrilamida, bajo condiciones des-
naturalizantes con SDS, seguida de didlisis pro-
longada para eliminar los residuos de SDS de las
porciones de geles conteniendo la prb antes de su
uso como inmundgeno vy, finalmente, 3) contar
con un sistema eficiente para la produccién y eva-
luacién masiva de los anticuerpos desarrollados.
Estos puntos pueden garantizar el abasto perma-
nente de anticuerpos anti-CTV como base para
las campanas permanentes de deteccion del CTV
a nivel mundial. Actualmente existen en el merca-
do varios kits comerciales para la deteccion del
CTV, la mayoria de ellos en los Estados Unidos,
Espana, Italia y Suiza. No obstante que los kits
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seroldgicos disponibles son eficientes para la de-
teccion del CTV, son relativamente caros y su
costo se incrementa mas cuando se deben impor-
tar a otros paises. Adicionalmente, su disponibili-
dad no siempre es inmediata;** todos estos facto-
res, por ende, limitan su utilidad para el analisis
masivo de muestras, especialmente en la
citricultura de los paises donde los kits de detec-
cion seroldgicos deben ser importados del extran-
jero.

Resumen

En el presente trabajo se reporta el desarrollo y
uso de un sistema serologico para la deteccion del
virus tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus =
CTV), en el analisis masivo de muestras de citri-
cos, con base en la técnica ELISA, en la modali-
dad de doble sandwich indirecto (DASI), emplean-
do anticuerpos desarrollados contra la proteina
recombinante (prb) del gen p25 de la cubierta
proteica del virus. El trabajo consistio en la eva-
luacion de anticuerpos especificos prb anti-CTV
desarrollados en cabras y conejos, a manera de un
kit completo ELISA-DASI. La evaluacion se llevo
a cabo con tejido proveniente de plantas sanas de
citricos e infectadas por el CTV. La combinacion
de los anticuerpos prb de cabra T1 empleados
como anticuerpos primarios (atrapantes de
antigeno) para el tapizado de las placas y de cone-
jo C3 empleados como anticuerpos intermedios
(deteccion del antigeno), fueron eficientes para la
deteccion del CTV presente en muestras de citri-
cos de una coleccion internacional de aislamien-
tos del CTV de origenes geograficos diversos, y se
demostré con ello la capacidad de reconocer ais-
lamientos del CTV que causan un amplio espec-
tro de sintomas en diferentes hospedantes citri-
cos. Asimismo, la combinacion de anticuerpos prb
cabra T1/conejo C3 fue igualmente eficiente en
la discriminacion de plantas sanas y plantas infec-
tadas por el CTV que los anticuerpos empleados
por la Agencia de Erradicacion de Tristeza de Ca-
lifornia (Central California Tristeza Eradication
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Agency = CCTEA) empleados en el analisis masi-
vo de muestras de citricos, asi como con un kit
comercial disponible para la deteccion del CTV.
Adicionalmente, se demostré la eficiencia de la
combinacién de los anticuerpos prb T1/C3 para
el analisis masivo de muestras de citricos colecta-
das dentro del programa regular anual de monito-
reo del CTV llevado a cabo por la CCTEA. La
evaluacion incluyo el analisis de 41,195 muestras
provenientes de 301 plantaciones comerciales de
los distritos 1, 2 y 3 de California. Mediante el
empleo de los anticuerpos prb T1/C3, se encon-
traron y eliminaron 26 arboles (0.063 %) infecta-
dos por el CTV. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo demuestran que los anticuerpos
desarrollados contra la prb del CTV se pueden
utilizar como anticuerpos primarios e intermedios
para, respectivamente, capturar y detectar antige-
nos del CTV en ensayos de ELISA, en la modali-
dad de doble sandwich indirecto.

Palabras clave: Aislamientos de virus, Densidad
optica, ELISA, Kits comerciales de deteccion.

Abstract

The present work reports the development and
use of a serological system for the large scale
detection of Citrus tristeza virus (CT V), on the basis
of the double antibody sandwich indirect enzyme-
linked immunosorbent assay (DASI-ELISA), by
using antibodies specific for the recombinant coat
protein (rCP) of the p25 gene of CTV. The work
consisted of the evaluation of rCP CTV specific
antibodies developed in goats and rabbits as a com-
plete kit for the detection of the virus using healthy
and CTV infected tissue. The combination of goat
T1 used as primary (coating), and rabbit C3 as
intermediate (detecting) rCP antibodies, reacted
efficiently, with optical density (OD, ) values
between 0.250 and 2.000 with samples from an
international collection of diverse CTV. The CTV
isolates tested cause a broad spectrum of disease
syndromes in different citrus hosts. The OD,;
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values for healthy tissue were less than 0.100.
Likewise, the combination of goat T1/rabbit C3
rCP antibodies gave consistent results for CTV
positive and negative sample discrimination when
directly compared to the Central California Tris-
teza Eradication Agency (CCTEA) antibodies used
for large-scale CTV detection, as well as a
commercially available CTV serological detection
kit. The combination of goat T1/ rabbit C3 rCP
antibodies showed its suitability for large scale
indexing with samples collected in commercial
groves as part of the CCTEA’s regular monitoring
program. The evaluation included 41,195 samples
from 301 commercial groves from Districts 1, 2,
and 3. A total of 26 trees (0.063 percent) were
found to be CTV positive using the T1/C3 rCP
antibody combination. Results of this research
provide evidence that rCP antibodies can be
efficiently used for both capturing and detecting
CTV antigens in double antibody sandwich
indirect ELISA.

Keywords: Commercial detection kits, ELISA,
Optical density, Virus isolates.
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