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L virus de la tristeza de los citricos (CTV) causa la enfermedad mds

grave del cultivo en Esparia donde unos 35 millones de naranjos y man-

darinos injertados sobre naranjo amargo han muerto. El control eficaz
de la enfermedad se consigue, en las circunstancias espaiiolas, con el uso de
variedades libres de virus injertadas sobre patrones tolerantes a tristeza, pro-
ducidas en el marco de un programa de certificacion. La produccion de plan-
tas libres de CTYV en los viveros se logra efectivamente aplicando técnicas de
diagnostico como la inmunoimpresion-ELISA, puesta a punto en el IVIA. El
sistema en forma de estuche comercial completo, permite realizar de forma
muy simple, diagnésticos de CTYV fiables y a precio economico que posibilita
su uso a gran escala. El método consiste en cuatro etapas bdsicas:
1. Recoleccion e impresion de secciones de material vegetal en membranas,
2. Bloqueo de la membrana y reaccion, 3. Lavado y 4. Revelado y lectura de
resultados. Estas etapas se pueden realizar en condiciones de campo o sin
necesidad de instalaciones, por personal no experto en laboratorio. El método
es mds sensible que la realizacion de extractos (ELISA convencional) y tanto
como inmunocaptura-PCR. Se trata del método que ha revolucionado el diag-
nostico de tristeza por ser el mds propicio para andlisis rutinario de CTV en
numerosas muestras necesarias en control de viveros y grandes prospecciones.

El virus estd presente en todas las
zonas citricolas mundiales a las que
originariamente llegd con material
vegetal infectado. La enfermedad es
endémica (infecta al practico 100%
de los arboles) en las principales
dreas citricolas de Asia (China y

INTRODUCCION

El virus de la tristeza de los citricos
(Citrus tristeza virus-CTV), causa la
enfermedad viral mds importante del
cultivo debido no sélo a la gravedad

de sus sintomas (foto 1), sino también
a su facil dispersién natural por pul-
gones. Por ello, son fundamentales
estrategias de control.

Jap6n), Africa del Sur y Australia y
en muchas de las zonas citricolas de
América (Argentina, Brasil, Uruguay
y Venezuela). En todas estas impor-

Foto 1. Tipicos sintomas (colapsos y decaimientos lentos) causados por el virus de la tristeza en arboles

de naranjo dulce injertados sobre naranjo amargo.




recién realizada de brotes o de pedicelo de hojas
es presionada suavemente sobre la membrana
para dejar una huella o impronta.

tantes citriculturas predominan aisla-
dos del virus muy agresivos, capaces
de provocar acanaladuras en la made-
ra de las variedades. Estos dafios
directos debilitan al arbol, que pre-
sentard pobre produccién y de escaso
calibre, y una importante reduccién
en su volumen, especialmente si la
infeccion se produjo en vivero o en
los primeros afos de cultivo.

En todas estas zonas citricolas el
patréon naranjo amargo desapare-
ci6 hace afos, ya que las variedades
injertadas sobre él decayeron rapida-
mente, causando la muerte de unos 40
millones de darboles. En los paises
citados, el CTV se dispersa muy facil-
mente, ya que el pulgén pardo de los
citricos (Toxoptera citricida), esta
presente. Este pulgon es el vector
mas eficaz de la enfermedad y ade-
mads, causa por si solo una importante
plaga en los citricos.

En otras zonas citricolas importan-
tes, los aislados mayoritarios de CTV
sOn comunes O poco agresivos, pero
el virus infectara en un futuro pro-
ximo al 100% de los arboles en
Espaiia, Israel y Estados Unidos de
América (Florida y California). En
todas estas zonas, excepto en Espaifia,

se han detectado aislados agresivos
que, aunque minoritarios de momen-
to, se dispersan en campo. En el caso
de Florida, y debido a la presencia de
T. citricida, es posible predecir la
desapariciéon del naranjo amargo
como patrén y la presencia de proble-
mas en las nuevas plantaciones reali-
zadas con patrones tolerantes a triste-
za, pero incapaces de evitar los dafios
directos a las variedades.

EVOLUCION DEL CTV EN ESPANA

En Espafia, cuarto productor mun-
dial de citricos, es el pais donde mds
drboles injertados sobre naranjo
amargo han muerto desde que en
1957 se produjo la manifestacion epi-
démica de la enfermedad, probable-
mente introducida 30 afios antes.
Desde 1957 hasta 1989 (en 32 afios)
se estima que desaparecieron unos 20
millones de arboles injertados sobre
naranjo amargo. La mayoria de ellos
en Valencia, aunque también en algu-
nos municipios de Almeria, Cas-
tellén, Murcia y Tarragona, murieron
muchos drboles. En toda esa época,
el trafico de material vegetal infec-
tado fue el factor de dispersion mas
importante. Los pulgones Toxoptera
aurantii y Aphis spiraecola (mayori-
tarios en todas las zonas-citricolas
espafiolas), considerados vectores
poco eficaces, fueron dispersando
poco a poco el virus a corta y media
distancia.

Desde 1989 hasta la actualidad
Aphis gossypii se ha convertido én
mayoritario en muchas zonas citri-
colas espafiolas. Este hecho ha pro-
vocado una rdpida dispersion del
CTV y la desaparicion, en los ultimos
9 anos, de unos 15 millones de arbo-
les injertados. sobre naranjo amargo,
habiendo afectado hasta la fecha a un
total de unos 35 millones de arboles.
Ademads, se estima que en los proxi-
mos 10 aflos podrian morir unos 12
millones més. Cuando la enferme-

dad, directa o indirectamente, haya
hecho desaparecer al patrén naran-
jo amargo, habran muerto unos 50
millones de arboles en Espana. En
otros pafses citricolas del Medite-
rrdneo y de América, el virus de la
tristeza estd presente aunque no se
dispersa suficientemente y todavia no
ha causado la muerte masiva de arbo-
les injertados sobre naranjo amargo.
No obstante, el aumento de las pobla-
ciones del pulgén del algodonero A.
gossypii o la introduccién de T. citri-
cida, ya presente en las islas Madeira
(Portugal) zona de influencia hacia el
Mediterrdneo, o la presencia en el
Caribe, América Central y del Sur, y
USA (Florida), representan un riesgo
grave para muchas citriculturas en las
que todavia son mayoritarias las plan-
taciones sobre naranjo amargo. En
estas zonas deberian realizarse
amplias prospecciones para conocer
el porcentaje real de infeccién y estu-
dios epidemiolégicos que permitiesen
predecir el futuro comportamiento de
la enfermedad.

El control de la enfermedad de la
tristeza se logra eficazmente en
paises donde no existen aislados
agresivos. El uso de variedades
libres de virus injertadas sobre
patrones tolerantes a la tristeza,
producidos en el marco de un pro-
grama de certificacion, constituye
una solucion segura. Esta solucion
tiene ademas futuro si se logra evi-
tar la introduccion de aislados
agresivos de CTV. Esta es la estra-
tegia que se ha seguido en Espaiia,
donde han sido comercializados
unos 80 millones de plantas libres
de virus e injertadas sobre patro-
nes tolerantes.

La produccion de ‘plantas libres de
CTV en Espana, posee no solo la ven-
taja de contribuir a no distribuir mas
una enfermedad existente, sino tam-
bién la de evitar la posible dispersién
desde los viveros de aislados agresi-
vos que pudieran - introducirse.
Ademads, la produccion de plantas
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injertadas sobre Citrus macrophylla
libres de CTV, asegura la ausencia de
problemas si las plantaciones se reali-
zan en zonas con bajo porcentaje de
infeccién. Los plantones infectados
en vivero o en los primeros afios de
cultivo, quedarian muy reducidos de
tamafio y con estrias en la madera del
patrén C. macrophylla.

La produccién de plantas sin CTV y
el control de la enfermedad, requieren
medidas de lucha directas e indirec-
tas. Los programas de erradicacion y
los de disminucién de inoéculo, las
prospecciones y estudios epidemiol6-
gicos, los controles en frontera o en
cuarentena y el andlisis rutinario de
CTV en la produccién de plantas en
vivero son indispensables para el con-
trol, pero exigen capacidad técnica y
la realizacién de numerosos controles
sanitarios y andlisis de CTV en mate-
rial vegetal. Estos diagndsticos y
detecciones deben realizarse con téc-
nicas sensibles y fiables, pero que
posean, ademads, la capacidad de ser
aplicadas a gran escala. La disponibi-
lidad de este tipo de técnicas es esen-
cial para la lucha contra el CTV y la
enfermedad que produce.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO DE CT1V,
VENTAJAS E INCONVENIENTES

La identificacién de CTV por sinto-
mas en campo no es segura, ademads
la ausencia de sintomas no implica
que el virus no esté presente ya que
este puede albergarse en plantas tole-
rantes.

El método clasico de diagndstico de
CTYV ha sido, hasta la puesta a punto
de la técnica inmunoenzimatica
ELISA, la inoculacién de limas mexi-
canas de semilla en invernadero. Tras
un periodo de 2 a 6 meses de cultivo
a 22-26°C, las limas injertadas con
material infectado por CTV, mostra-
ran aclarado discontinuo de nervios y
punteaduras y estrias en la madera de
los brotes. El método es sensible para
la mayoria de aislados de CTV que
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Foto 3. La impresion de muestras se puede realizar directamente en campo o en laboratorio.

inducen claros sintomas en lima, pero
no es fiable para aislados poco agresi-
vos en lima o que no induzcan sinto-
mas en esta planta hospedadora.
Estos aislados son relativamente fre-
cuentes en el Mediterrdneo y se dis-
persan ficilmente por A. gossypii.
Pero los grandes inconvenientes de la
prueba biolégica en lima mexicana
son el excesivo tiempo que dura una
deteccidn y la imposibilidad de apli-
carla de forma rutinaria y econémica
a gran escala.

Las enormes ventajas de los méto-
dos seroldgicos ELISA, altassensibili-
dad, bajo coste, rapidez, fiabilidad y
capacidad de uso  masivo, han
impuesto la técnica de manera que la
inmensa mayoria de andlisis de CTV
se realizan actualmente por ‘ELISA,
utilizando - anticuerpos monoclonales
especificos o policlonales proceden-
tes de ‘antisueros.

Entre los hitos mas trascendentes
en la historia de la Fitopatologia,
figura la puesta a punto de la técni-
ca "ELISA en microplacas por
Clark y Adams en 1977. En el caso
del CTYV, la importancia de la técni-
ca ELISA ha side tal desde su pues-
ta a punto por Cambra y colabora-
dores y Bar-Joseph y colaboradores

en 1979, que ha permitido realizar
en los dltimos 20 afios mas de 3’5
millones de anélisis de CTV en todo
el mundo. Ello ha supuesto multi-
plicar por 25 el nimero de analisis
que se habian realizado mediante
lima durante los 40 aiios preceden-
tes a la puesta a punto de la técnica
ELISA. Tal nimero de analisis ha
hecho posible avanzar espectacu-
larmente en el conocimiento del
virus y de su patogenia, epidemio-
logia y control.

La técnica ELISA es hoy utilizada
en todos, los paises citricolas con los
anticuerpos monoclonales. espafioles
3DF1 y:3CAS producidos.y patenta-
dos en 1982 en colaboracion del IVIA
con la empresa espafnola INGENASA
(Madrid). Estos anticuerpos son los
unicos que en mezcla, son capaces de
reconocer a cualquier aislado de CTV
sin reaccion alguna con componentes
de la planta hospedadora. La especifi-
cidad de los anticuerpos-monoclona-
les, su gran avidez por CTV y su faci-
lidad de comercializacién por ser
homogéneos y estables, ha facilitado
enormemente la realizacion de técni-
cas ELISA-DAS o:DASI para CTV.

También se han puesto a punto téc-
nicas moleculares basadas en la
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Foto 4. Numerosas muestras pueden ser inclui-
das en una membrana estandard (7 x 13 cm). En
la mostrada en la foto se han utilizado brotes.

detecciéon del ARN viral tras retro-
transcripcion a ADN y amplificacién
por reaccién en cadena de la polime-
rasa. Estas técnicas conocidas como
RT-PCR son mds laboriosas que las
técnicas serolégicas ELISA conven-
cionales 'y ‘actualmente su coste es
muy superior. Su ventaja teérica es la
sensibilidad, aunque se ve muy redu-
cida cuando se aplica a extractos de
material- vegetal. La variante de
inmunocaptura-PCR (IC-PCR) per-
mite resolver en parte este problema,
uniendo a la especificidad de la sero-
logia-la sensibilidad .de la PCR. Los
virus previamente: fijados a anticuer-
pos especificos son descapsidados y
su- ARN utilizado. ‘como diana y
molde para la reaccion, evitando en
parte inhibidores.

Las técnicas moleculares basadas
en PCR con el uso de iniciadores
especificos, pueden constituir en el
futuro una potente arma para diagnos-
tico rutinario de CTV, pero actual-

mente debido a su baja repetibilidad,
complejidad y coste, quedan relega-
das a su uso en laboratorios especiali-
zados. Sin embargo, tienen grandes
posibilidades ya que se basan en la
deteccidn de parte del genoma viral, y
recientemente, Olmos y col., han
puesto a punto un método de nested-
PCR en un tnico tubo cerrado, que
presenta gran sensibilidad para detec-
cién de CTV.

A pesar de las ventajas de las téc-
nicas serolégicas ELISA en micro-
placas y de las técnicas moleculares,
el gran inconveniente que poseen es
la necesidad de realizar extractos.
Este hecho limita las posibilidades
de ambas técnicas en numerosos
aspectos.

La realizacién de extractos, espe-
cialmente en el caso de plantas lefio-
sas, es laboriosa y limita extraordina-
riamente el nimero de muestras que
puede procesar un operario diaria-
mente. La preparaciéon de extractos,
requiere tampones especiales y apara-
tos capaces de triturar y homogenei-
zar (homogeneizadores de vdstago,
rulos, bolas, molinillos, etc.) que son
costosos. Durante el proceso de
extraccion se liberan inhibidores de
origen vegetal que pueden interferir
en las reacciones posteriores y existe
riesgo de contaminacidn entre mues-
tras, especialmente en el caso de
PCR: Ademas, tras la recoleccion de
las muestras en campo, estas deben
mantenerse en frio (4-6°C) durante
una semana- como, maximo. Si las
muestras. estuvieran en mal “estado
seria necesario volver a recolectarlas,
implicando cuantiosos gastos.

Aunque son evidentes las ventajas
de las técnicas ELISA-DAS o DASI,
la deteccion de CTV en material
vegetal es relativamente costosa, no
solo por la conservacion de las mues-
tras y la preparacion de los extractos,
sino también por la necesidad de apa-
ratos especiales para la lectura de las
microplacas. En el caso de PCR los
equipos necesarios son tan costosos o

mds que los necesarios para ELISA y
se complica la lectura de resultados,
pues estd basada bien en tincién con
bromuro de etidio tras electroforesis,
o bien en una reaccion final serol6gi-
co-colorimétrica como en una técnica
ELISA y por tanto, con problemas
afladidos de coste.

Para paliar los inconvenientes deri-
vados de la realizacion de extractos,
se han desarrollado variantes de
ELISA y de PCR que emplean mate-
rial vegetal inmovilizado sobre mem-
branas, sin necesidad de realizar tritu-
raciéon ni homogeneizaciéon de las
muestras. En el caso de técnicas sero-
l6gicas, Lin y colaboradores en 1990,
describieron un procedimiento de
impresion de cortes de tejidos vegeta-
les en membranas de nitrocelulosa y
su posterior revelado seroldgico
mediante ELISA. Fue descrito como
DTBIA siglas de las palabras en
inglés:  Direct  Tissue  Blot
Immunossay-Assay. El método, hoy
denominado “Inmunoimpresion-
ELISA” o “Tissue Print-Elisa”, ha
sido puesto a punto y mejorado para
diferentes modelos, pero el mds estu-
diado y con el que se posee mas expe-
riencia es con el CTV.

EL METODO DE _
INMUNOIMPRESION-ELISA

El método de Inmunoimpresion-
ELISA para la deteccion del virus de
la tristeza fue desarrollado entre 1991
y 1993 en el IVIA de Moncada
(Valencia) por el Dr. Cambra y cola-
boradores y junto al equipo del Dr.
Garnsey del USDA de Orlando
(USA). Una vez puesto a punto y pro-
bado ampliamente en campo en 1992
y 1993, el IVIA firmé un convenio
con la empresa valenciana Plant Print
Diagnostics S.L. para el disefio de un
estuche de diagnéstico completo. El
objetivo del estuche fue el de permitir
su manejo, y por tanto la deteccién de
CTYV, a personas no especializadas en
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trabajos de laboratorio y hacer posi-
ble andlisis rapidos y fiables en con-
diciones de campo. El estuche disefia-
do es de muy fécil uso e incluye todo
lo necesario para realizar el método.
El proceso consta de cuatro etapas
basicas y secuenciales. 1. Recolec-
cion e impresion de las muestras en la
membrana. 2. Bloqueo de la membra-
na impresa y reaccion. 3. Lavado y
4. Revelado y lectura de resultados.

1. RECOLECCION DE MUESTRAS
E IMPRESION DE MEMBRANAS

Las muestras pueden ser recolecta-
das en cualquier época del afio evi-
tando los meses de maximo calor,
periodos de parada vegetativa en los
que el material vegetal estd mas seco
y lignificado. La época ideal en las
condiciones espaiiolas es de octubre
a julio. Realizar cortes, transversales
u oblicuos, muy limpios en brotes

tiernos, pedicelo de hojas o pedincu-
los de frutos desde recién cuajados.
Para realizar los cortes se deben uti-
lizar instrumentos bien afilados. Los
cortes pueden realizarse directamente
en campo o en gabinete o laboratorio
usando muestras previamente reco-
lectadas y conservadas a 4°C durante
maximo una semana (foto 2). Una
vez efectuados los cortes, se presio-
nardn las secciones de forma cuidado-

Fotos 5, 6, 7 y 8. Un equipo formado por dos personas toma muestras de hojas en vivero. Las hojas se reunen en mazos mediante un ingenioso sistema
desarrollado por Viveros Valencia. Una vez en gabinete se seccionan los pedicelos y se procede a imprimirlos en las membranas. El rendimiento del equi-
po permite la impresion de 3.200 plantas/dia, que posteriormente seran analizadas.
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sa pero con firmeza contra la mem-
brana de ester de celulosa o de nitro-
celulosa de 0.45 m de poro, que se
utiliza como inmunoadsorbente (foto
3). En la membrana quedaran las hue-
llas, improntas o impresiones del
material vegetal. Dejar secar unos
minutos y conservar las membranas
el tiempo que se desee en ambiente
seco y al abrigo de la luz hasta su ana-
lisis, o enviarlas por correo a un labo-
ratorio o al lugar donde se deseen

Fotos 9, 10 y 11. En Viveros Alcanar, un equipo de dos personas toma muestras de hojas bajo tunel de
plastico, e imprime las membranas. El método permite al mismo equipo la impresion en el terreno y el

andlisis de 1.250 plantas/dia.

analizar. Las membranas son quebra-
dizas y muy porosas, y por tanto, se
deben tratar cuidadosamente evitando
su rotura durante el transporte o su
utilizacién en campo.

El nimero de impresiones que se
pueden realizar por membrana 16gi-
camente dependerd de las medidas de
la misma, pero para una superficie
estandard de 90-100 cm? considerado
ideal (7 x 13 cm aproximadamente),
se pueden incluir de 600 a 1.200
impresiones segiin sean de brotes o de
hojas Si se utilizan brotes el nimero
de impresiones serd menor que si se
utilizan pedicelos de hojas, pero serdn
mads facilmente identificables y la lec-
tura serd mds sencilla. En cualquier
caso el nimero de impresiones por
membrana puede de ser el maximo
posible mientras la posterior localiza-
cién de las muestras sea sencilla y no
induzca a error.

Para lograr un analisis fiable de
arboles adultos, se ha establecido
que es necesario recolectar 5 brotes
de 10-15 cm del material mas joven
que exista. Se tomaran alrededor
del arbol, preferiblemente de la
parte mediana-alta de la copa ya

que es la zona con mayor probabili-
dad de ser visitada por pulgones.
Realizar 2 impresiones por brote
cortando de su base y de la parte
mas apical, asi se realizaran 10
impresiones por arbol adulto. Si en
vez de tomar brotes, se prefiere
recolectar hojas, se deberan anali-
zar 10 hojas de la parte media-alta
del arbol y tomadas a su alrededor.
Se realizara 1 impresion por hoja
tras seccionar la zona del pedicelo.

En el caso de grandes prospeccio-
nes para establecer el porcentaje apro-
ximado de infeccién, se puede reducir
el nimero de muestras/4rbol a 3 bro-
tes o bien 6 hojas. Se realizardn 2
impresiones por brote o una por pedi-
celo de hoja. No obstante, si la finali-
dad es erradicacién o el control de
plantas madre de viveros, serd conve-
niente respetar el nimero de 5 brotes
0 10 hojas, o incluso aumentarlo.

El control de patrones y plantones
de vivero, se logra con fiabilidad
tomando 2 brotes/plantén o 4
hojas/plantén y siguiendo la norma
de 2 impresiones/brote o 1 impre-
sion/pedicelo de hoja (fotos 5 a 11).
En el caso de tratarse de plantas
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madre de yemas, como estas poseen
numerosos brotes, seria conveniente
aumentar el muestreo ya que existe
mayor probabilidad de infeccién. En
todo caso, la total certeza se puede
obtener analizando cada brote en su
parte basal y apical. El anilisis de
dicho brote garantizard para todas las
yemas del mismo, la ausencia de
CTV. Ello pudiera ser ttil en casos de
exportaciéon de yemas en los que se
requiriera un certificado individual.
El sistema estd muy indicado para
establecer nuevos campos de pies
madre o material de base.

El porcentaje de plantas a muestre-
ar dependeré en cada caso del objeti-
vo final del andlisis. En casos de
exportacion o de importacion, el ana-
lisis de plantas deberia ser individual
asf como en el control de las plantas
madre de los viveros o de los arboles
de base. En estos udltimos casos se
deberian realizar andlisis anuales,
antes de la aparicion de los primeros
vuelos de pulgones (mes de mayo en
Espana). El control de la produccién
de un vivero, ya sea de patrones o de
plantones ya injertados, puede efec-
tuarse analizando al azar el 1% de las
plantas producidas (fotos 9, 10 y 11).
Caso de detectarse CTV podria reali-
zarse una depuracién analizandose
individualmente todas las plantas. Es
aconsejable realizar andlisis en las
plantas que mas facilmente se infec-
tan, ello dard una idea de la infeccién
natural existente. Los patrones que se
infectan més frecuentemente por pul-
gones viruliferos en Espafia son:
C. "macrophylla y el 'mandarino
Cleopatra, y las especies y variedades
mas facilmente infectadas de forma
natural han resultado ser, en orden de
mayor a menor: clementinas y man-
darinos, naranjo. dulce, pomelo. y
limonero. Este tltimo se infecta fini-
camente de forma ocasional en las
condiciones espaifiolas. Por todo ello,
si se desea buscar CTV en vivero,
deberfan analizarse en primer lugar
las especies de clementina injertadas
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sobre C. macrophylla o sobre
Cleopatra. Si en ellas no se encuentra
CTYV, es un buen indice de que proba-
blemente no han ocurrido muchas
infecciones naturales en el vivero.

Si se desea analizar limoneros injer-
tados sobre C. macrophylla, la mues-
tra se deberd tomar unicamente del
patrén o de sus rebrotes. Una estrate-
gia adecuada seria el andlisis de C.
macrophylla antes de ser injertado.

2. BLOQUEO DE LA MEMBRANA
IMPRESA Y REACCION

Las membranas impresas pueden
ser reveladas inmediatamente des-
pués de la impresion de las muestras
o meses después, si han sido conser-
vadas en obscuridad y un lugar seco
incluso a temperatura ambiente. La
primera operacion consiste en blo-
quear los poros de la membrana y la
superficie no. impresionada con una
solucién del 1% de albtimina de suero
bovino.(BSA) en agua destilada. Las
membranas deben permanecer a tem-
peratura ambiente en la solucién blo-
queadora durante 1 hora al menos, o
durante unas 16 horas si la operacién
se realiza a 4°C. Para efectuar la ope-
racion, colocar la solucién de albimi-
na y las membranas en un recipiente
apropiado, con. base de superficie

Foto 12. Lavado de membranas en condiciones de campo.

ligeramente superior al tamafo de las
membranas. Es necesario que las
membranas queden perfectamente
mojadas y cubiertas con la solucién
bloqueadora. Una ligera agitacién es
beneficiosa aunque no necesaria.

Una vez bloqueadas las membra-
nas, se desechara la solucion de albu-
mina y se mantendran las membranas
en el mismo recipiente. La albimina
sobrante puede ser reutilizada una vez
mds, mientras se conserve a 4°C
durante al maximo 1-2 dias y no se
observe contaminacién (suele tradu-
cirse en turbidez).

Sobre las membranas himedas de
solucién de albumina, se afiadird una
solucién de anticuerpos monoclona-
les (3DF1+3CAS5) especificos de
CTYV, marcados con la enzima fosfa-
tasa alcalina. La dosis ideal es de 0’1
mg/ml de inmunoglobulinas en agua
fisiolégica tamponada pH 7°2-7°4. Si
se utilizan anticuerpos policlonales,
la dosis puede ser muy diferente en
funcién de la especificidad de los
anticuerpos y de la calidad del conju-
gado. Se incubard cubriendo bien las
membranas con la solucién durante 2
6 3 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo de reaccidn,
se desechard la solucién de anticuer-
pos conjugados. No obstante, esta



Foto 13. Cuatro pedicelos de hojas (subrayados en rojo) muestran acimulos en la zona vascular tras el
revelado de la reaccion de inmunoimpresién directa-ELISA. El resto son negativos. Foto x6.

Foto 14. Precipitados de substrato en la zona vascular del pedicelo de las hojas inferiores. Las superio-

res no aparecen infectadas por CTV.

soluciéon puede ser reciclada, espe-
cialmente si se emplean anticuerpos
monoclonales. Para ello, conservar la
solucién a 4°C durante un maximo de
1 6 2 dias y utilizarla de nuevo si no
se observa contaminaciéon en la
misma. Esta solucién reciclada puede
servir, mezclada con una de reciente
preparacion, para aumentar el niime-
ro de membranas de un andlisis y por
tanto reducir costes.

Las operaciones de reciclado deben
efectuarse cuidadosamente, pues con-
llevan riesgos. Suele ser preferible
aumentar el nimero de muestras
impresas o el nimero de membranas
por andlisis si se desea reducir costes
y evitar riesgos.

Se ha logrado recientemente en el
IVIA, por medio de ingenieria gené-
tica el clonado de los genes de raton
que producen los anticuerpos mono-

clonales 3DF1 y 3CAS especificos de
CTYV y su expresion en bacterias. En
colaboracién con el grupo de los Drs.
Himmler y Kerschbaumer del IAM de
Viena, se han expresado fragmentos
(scFv) de los anticuerpos menciona-
dos con fosfatasa alcalina como pro-
ducto de fusion. Asi, se han obtenido
anticuerpos recombinantes artificiales,
capaces de reconocer al CTV y simul-
tdneamente portar la enzima fosfatasa
alcalina. Este importante logro biotec-
nolégico, permitird abaratar a medio
plazo el costoso método de la conjuga-
cién con la enzima por medio del glu-
taraldehido y la produccién de anti-
cuerpos. Los fragmentos con fosfatasa
alcalina como producto de fusion
(scFv-APS) obtenidos son funcionales
contra CTV y permiten su uso rutina-
rio con la misma sensibilidad, especi-
ficidad y capacidad de deteccion que
los anticuerpos monoclonales origina-
les, abriendo nuevas posibilidades en
la deteccion y el control de CTV.
Durante el proceso de adicién e
incubacién de los anticuerpos (con-
vencionales o recombinantes) conju-
gados con fosfatasa alcalina, estos
reaccionaran contra el CTV contenido
en la seccion del tejido vegetal impre-
so en la membrana. Alli donde se fijen
los anticuerpos conjugados habra pre-
sencia de la enzima, que es la clave
para el desarrollo del método en sus
fases posteriores en las que se preten-
de visualizar la presencia del virus.

3. LAVADO DE MEMBRANAS

El recipiente y las membranas se
enjuagardn y serdn posteriormente
lavadas con tampoén lavador (agua
fisiol6gica tamponada con Tween-20
como agente mojante). La etapa de
lavado es esencial ya que permite eli-
minar todos los anticuerpos marca-
dos con fosfatasa alcalina que no
hayan reaccionado (Foto 12). Asi
Unicamente quedardn trazas de enzi-
ma sobre las secciones de material
vegetal impreso que estuviera infec-
tado por CTV. En el recipiente,
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superficie no impresa de las membra-
nas, poros de las mismas y en las
muestras libres de CTV, se habra eli-
minado la enzima fosfatasa alcalina.
La operacién de lavado es conve-
niente realizarla con agitacidn, que se
puede lograr mecdnica o manualmen-
te, y ademads debe utilizarse abundan-
te volumen de tampén lavador (apro-
ximadamente 1 litro por cada 10-15
membranas estandard de 7 x 13 cm).

4. REVELADO Y LECTURA
DE RESULTADOS

La presencia de anticuerpos marca-
dos con fosfatasa alcalina exclusiva-
mente en las secciones de material
vegetal infectado, puede ser facilmen-
te puesta de manifiesto afiadiendo un
substrato especifico de la enzima. En-
tre los posibles, el substrato precipi-
tante con nitroblue de tetrazolio y bro-
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mo cloro indolil fosfato (NBT+BCIP),
presenta las ventajas de su facilidad de
manejo y de una buena sensibilidad.
La posibilidad de preparar el substrato
con pastillas disueltas en agua, ha faci-
litado enormemente el uso a personal
no especializado.

El substrato se afiadird sobre las
membranas cubriéndolas ligeramente
y se dejard incubar a temperatura
ambiente hasta la aparicion de precipi-
tados de color violeta-ptrpura. Estos
se acumularan en la zona vascular de
las secciones del material vegetal
impreso. Los precipitados aparecerdn
tras unos 10 minutos de incubacién a
temperatura ambiente. El revelado
puede ser paralizado lavando las mem-
branas con agua corriente.

La lectura de las membranas se
puede realizar estando todavia hime-
das o bien cuando ya estin secas. En

muchos casos una lectura a simple
vista es suficiente, pero deben ser
observadas con ayuda de una lupa
binocular x10 6 x20 aumentos. La
presencia de unos pocos precipitados
en la zona del floema es suficiente
para concluir que el material vegetal
estd infectado (véanse Fotos 13 a 17).

FIABILIDAD Y VENTAJAS DE LA
INMUNOIMPRESION-ELISA

El método de inmunoimpresion-
ELISA es actualmente el mds senci-
llo, rdpido, econdmico, sensible y fia-
ble para la deteccién rutinaria de
CTV. En la tabla 1, se compara con
otras técnicas de deteccién de CTV
en diversos aspectos.

En efecto, mediante inmunoimpre-
sion se puede recolectar una muestra
en campo, imprimirla en membrana y

Foto 15. Acumulos de CTV en los testigos positivos incluidos en el estuche comercial de inmunoimpresion-ELISA. Se aprecian precipitados en la zona vascular

de los brotes. Foto x10.




revelar la reaccion en 3 horas. Las
otras técnicas que utilizan extractos,
precisan su preparacién que conlleva
al menos 24 horas tras la recoleccion
de la muestra (total 2 dias).

El coste de recolecciéon de las
muestras es similar para cualquier
sistema y se evalda para plantas de
vivero en unas 13’60 pta./planta con-
siderando un equipo de dos personas.
El coste final del andlisis incluye la
recoleccién y preparacion de la mues-
tra, el coste del material y reactivos
para el andlisis y la amortizacién del
equipo, y supone 40 pta. para inmu-
noimpresion-ELISA, casi el triple
para ELISA convencional con extrac-
tos y mds del quintuple para PCR.

El nimero de plantas de vivero que
puede imprimir un equipo de dos per-
sonas (muestras ya recolectadas) es
de 3.200 plantas/dia mediante inmu-
noimpresion, muy superior al que se
puede analizar cuando se preparan
extractos y hay que dispensarlos en
microplacas o tubos.

La realizacion de la técnica de
inmunoimpresién-ELISA no tiene
riesgos de contaminacion y su repeti-
bilidad es muy buena. Todo ello le
confiere una excelente fiabilidad.

La sensibilidad tedrica de las técni-
cas moleculares como PCR es muy
elevada, pero en analisis rutinario de
plantas de campo su sensibilidad es
similar a la de inmunoimpresion-
ELISA. En efecto, el analisis rutinario
de 65 arboles adultos mediante IC-
PCR y mediante inmunoimpresion,
utilizando el mismo material vegetal,
di6é como resultado final que la técnica
de inmunoimpresién es tan sensible
como IC-PCR. Las muestras discor-
dantes fueron analizadas mediante ino-
culacion de limas mexicanas, ELISA-
DAS, inmunoimpresion-ELISA e IC-
PCR, mostrando que la técnica de
inmunoimpresién era la mds fiable.

La inmunoimpresiéon-ELISA, al no
requerir extractos, permite la deteccién
de antigenos nativos y dianas sin
modificaciones. Ello tiene importancia

B TABLA 1. COMPARACIQN DE LA INMUNOIMPI}ESI()N-ELISA,
CON OTRAS TECNICAS DE DETECCION DEL VIRUS
DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS.

SENSIBILIDAD REAL

RAPIDEZ

COSTE/ANALISIS (material y reactivos)
INVERSION NECESARIA (millones ptas.)
PREPARACION MUESTRAS

COSTE EXTRACCION/MUESTRA

CAPACIDAD DE ANALISIS (PLANTAS/DIA)
POR EQUIPO DE 2 PERSONAS (incluyendo
preparacion de muestras ya recoletadas).

SENCILLEZ

REPETIBILIDAD-FIABILIDAD

NECESIDAD PERSONAL ESPECIALIZADO
CAPACIDAD USO EN CAMPO
POSIBILIDAD DE AGRUPAR MUESTRAS
RIESGO CONTAMINACIONES

COSTE TOTAL ANALISIS INCLUYENDO
RECOLECCION MUESTRAS,
EXTRACCION o IMPRESION, REACTIVOS
y MATERIAL y AMORTIZACION.

cuando se trata de observar la reaccién
frente al anticuerpo monoclonal
MCAT13. Analizados mediante ELISA-
DASI (con extractos) 415 muestras de
campo positivas con los anticuerpos
3DF1+-3CA5, 161 reaccionaron con
MCAT13. Cuando los mismos materia-
les fueron analizados por inmunoim-
presion-ELISA, 226 proporcionaron
reacciéon positiva frente al MCA13.
Ello indica que la inmunoimpresion es
mads sensible que ELISA con extractos,
y muestra como los extractos pueden
modificar algunos epitopos hasta
hacerlos no reconocibles.

Las ventajas de la inmunoimpre-
sion-ELISA para la deteccion del
virus de la tristeza son tan eviden-
tes, que a medio plazo desplazara a
la técnica ELISA convencional.
Desde la disponibilidad comercial de
un estuche completo para realizar ana-

ELISA-DAS Inmunoimpresioén-  Inmunocaptura-
(extractos) PCR (extractos)
++ +++ +++
24 h. 3 h. 24 h.
75 pta. 26 pta. 180 pta.
25 0-0,2 2,0
Trituracif)n-hgmo- Impresién Trituracipn-hgmo-
geneizacion geneizacion
14 pta. 0 pta. 14 pta.
600 3.200 150
++ +++ +
+++ +++ ++
SI NO SI
NO Sl NO
SI NO SI
++ - +++
105 pta. 40 pta. 210 pta.

lisis de CTYV, el diagnéstico del virus
se ha popularizado y la practica totali-
dad de viveristas espafioles utilizan el
sistema. Con ello, se garantiza la
ausencia de tristeza en los plantones
producidos bajo un programa de certi-
ficacion. Se han analizado desde 1994
por parte de los propios viveristas mas
de un millén de plantas, la inmensa
mayoria de ellas en Espaiia, aunque el
método del IVIA ha sido adoptado en
los principales paises citricolas para
realizacién de prospecciones y contro-
les en plantaciones adultas y viveros.
La técnica de la inmunoimpre-
sion directa-ELISA ha revoluciona-
do el concepto del diagnéstico del
virus de la tristeza, permitiendo
que personal no experto en labora-
torio, pueda efectuar de forma sen-
cilla y econémica, miles de analisis
con alta sensibilidad y fiabilidad.
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Foto 16. La lectura de membranas plﬁe realizar-
se a simple vista o con ayuda de una lupa senci-
lla o binocular x5 6 x10 aumentos. En la foto x5
aumentos, se aprecian los positivoﬁ (secciones

tefidas de color violeta-purpura).

Foto 17. Precipitados de CTV en zona vascular de una reaccién de brote tras ser revelados con anticuer-
pos recombinantes (scFv) fusionados a fosfatasa alcalina. Foto x20.
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AVISO

En la seccién de VIDEOTECA se ofrece
un video sobre la produccién de
anticuerpos monoclonales, que tiene
relacion con este articulo.




