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RESUMEN

Con el propdsito de detectar el virus de la tristeza en citricos, se
realizd este trabajo en el Banco de Germoplasma de Citricos del CENTA, en
la Estacidn Experimental de San Andrés # 1, km 33 1/2 carretera a Santa Ana,
Departamento de La Libertad, a 460 msnm.

Utilizando dos métodos para la determinaci6n de esta enfermedad ELISA y
Yodo, se pudo constatar la presencia del virus.

Los resultados demuestran que el virus de tristeza estd presente y el -
analisis de la Prueba de t de doble éola,lnos dice que tanto un método como
el otro son confiables para decir hay virus de tristeza en el lugar de espg'
dio, ya que no se e;contré diferencia significativa entre los métodos. Se
pudo corroborar que patrones como Naranjo Agrio y Mandarina Cleopatra son -

sobre los cuales las pruebas resultaron positivas al virus.

iii




AGRADECIMIENTOS

En forma muy especial lleva este trabajo mi profundo agradecimiento al
Ing. René A. Pérez Rivera, por.su acertada asesoria y su gran calidad -
profesional.

A los Drs. Pete Timmer y R.f. Lee del Laboratorio de Citrus Research
and Education Center de la Universidad de Florida.

Al Departamento de Proteccidn Vegetal de la ﬁscuela de Agricultura Pana
mericana El Zamorano y en especial al Dr. Keith Andrews.

A losAIngenieros : José E. Mancia, Pastori Bonilla, Victor Rodriguez, y
Dr. Séﬁl Contreras, por su apoyo prof;;ional.A

A los Ingenieros : Ren& Alvarado L., Agr. Wilfredo Marenco, Sr. Antonio
Martinez, por su colaboracidn en el disefio y andlisis estadistico.

Al Ing. Wilfredo Roéa, Sefiores : Daniel Meléndez, Tiburcio Benavides y
Eduardo Funes, por la informaci§n aportada.

Al Centro de Tecnologia Agricola (CENTA), por haberma facilitado su Ban
co de Germoplasma para efectuar el estudio y andlisis en que basa este
trabajo.

Al Ing. Carlos René Granillo, por la valiosa colaboracidn que me prestd
para el feliz término de este estudio.

A la Lic. Digna de Garcia M., sin cuya dedicacidn y confianza no habria
terminado mi carrera.

A la sefiora Marina Rodriguez, por su trabajo de mecanografia; y

Con especial carifio y eterno agradecimiento a las Sefioras : Blanca
Gretty de Ayala y Zotyen Quan O., por el tiempo dedicado para la elabo

racidn y tiraje de este trabajo.

iv




DEDICATORIA

A DIOS TODOPODEROSO :
Ser Supremo del Universo y por haber puesto su mano bendita sobre este tra-

bajo, que a pesar de las adversidades, me ilumind para realizarlo.

ST

A MI PADRE :

'y
-

Antonio Claramount Roseville, como un recuerdo a su memoria, y hoy te digo:
"He triunfado pap3d", gracias a tu empuje, amor y apoyo que siempre recibi,
alin desde el cielo que se que alli estds, porque el dia que nos reunamos te

sentirids mids orgulloso de mi.

A MI MADRE :

Clelia Colocho Bosque de Claramount, siempre me dije, cuando crezca quiero

parecerme a mi mami, para que mis hijos se sientan tan orgullosos de mi co-

mo yo lo siento de tiI, gracias por tu paciencia y tu fe en mi.

A MI ESPOSO :

Juan Francisco Marenco, tu ayuda, confianza y amor me dieron fuerzas para

segulr adelante y realizar este trabajo.

A MI HIJA :
Ligia Reneé Marenco Claramount, te debo tanto porque a pesar de tus dos es-

casos afnos, entendias mi poca dedicacidn durante todo este tiempo.




A MIS HERMANOS :

Clelia, Desireé y José A. Avilés, por todos los momentos en que me alenta-

ron a seguir y el carifio que me brindaron.

.

A MIS TIOS Y PRIMOS :

Por su interés y cariio.

A MIS AMIGOS Y COMPANEROS :

Por participar hoy de mi triunfo

.LIGiA JEANETTE CLARAMOUNT DE MARENCO

vi




INDICE
Pigina

RESUMEN +vveveccsssscnsssnsonensssoseanssoovonssesocnovasnnsans iii
AGRADECIMIENTOS .....cevececees T iv
DEDICATORIA ..iivetiveneencossnsoossosnannnoocsssoscnonsonnaes v
‘ INDICE DE CUADROS tevveeerosacsncocnvonsssosnsnsss Ceessssaans ix
- 1. INTRODUCCION ..... T 1
2. OBJETIVOS tvvvvsevnnvenecnscacnoacnnnnonnasosassnss Ceeesensens 3
! % 3. REVISION BIBLIOGRAFICA & euvuvenennencnnsonconanoenaancnsonns 4
| 3.1 Antecedentés eseseseesaeessarssessaseseessennesnsassran 4
3.2 Distribucidn geografica ....ecevecrercvencens ceereseaaes 8
3.3 Naturaleza de los virus ................................ 11
3.4 Sintomatologia de tYiStezZa .ceeeeeeeseceessocsanncacanns 12
3.5 RAZAS tvvivssecrecoccssnsnssaonssssensssanesssasnnsasnoces 14
3.6 Danos ...........; ...................................... 16
3.7 Mecanismos de pPropagacifn .e.eeeecececeseconsosconcnesns 16
J.7.1 VeCtOTeS ceveeesesecncanssascsossasansosossssnssenas 17

3.8 Técnicas seroldgicas y de tincidn para el diagndstico de
ETLSEEZA weveeovesonossosssonsosnsnesosancancsanscsnonsss 19
* 3.9 Medidas de control © combate .....cveeeeeenccnnansnnennn 20
3.10 Patrones tolerantes ........ Weeoooooosaoaonososssnnsssnes 21
3.11 Patrones susceptibles ....cciciiiiiirrriiiiceniensonnnn 22
4, MATERTIALES Y METODOS . eneeernncsncsecsocannnncnocsananasss 23
5. RESULTADOS t.veeetecserosaososscnssssanesansenansssssssssasnns 33
6. DISCUSION et veeeesecenanccennosasssssosssnsonsonn Meeessesnsaene 33

vii




10.

Pigina
CONCLUSTONES et veceeeeesonsereosascossesssusocssssasssenssassscss 45
RECOMENDACIONES + s e vuvvnernenntnenanssnssnesnnenneennennns e 46
BIBLIOGRAFIA ...cieveevocenan ceressanons Ceecssenssnssaanses cessese 47
ANEXOS i vereeernsscoccensososssaossooscavsosescssssssscanosssssssses . 53

viii




Cuadro

10.

-INDICE DE CUADROS

Condiciones climdticas de la Estacidn Experimental
San Andrés (S.A.) v eneeectecstoccncaccsasannse
Cantidad de adrboles, variedades y areas totales en
cada bloqUe t.vvvvecsocerseacsscnssscnnccasnsscsnene
Cantidad de arboles y variedades muestreadas por -
bloques c.iseeeececeteresecenncsconsccnsascanncnncns
Codigo del total de Arboles muestreados en el Ban-
co de Germopiasma de CItricCoS seoeeerecccsceescanne
Prueba estadistica para efecto comparativo del Mé-
todo de ELISA y Tincidn con yodo .eevvvecesenecene
Resultados de las muestras de citricos enviados de
El Salvador (CENTA) para deteccidn de tristeza por
el método de ELISA en la Universidad de Florida ..
Resultados de coloracidn positiva al C.T.V. por el
método de Tincidn con yodo ..ivveveneccceonccsnnns
Incidencia num&@rica y porcentual de tristeza, se--

gln especies de citricos por los métodos de ELISA

Nimero de arboles positivos en cada bloque y en ca
da método ......... sreesressaaann ceraseen cereeeans
Especies de idrboles muestreados por bloque en el -

v

método de ELISA y método de Tincidn con Yodo .....

ix

Pégina'

24

24

25

33

41

37

35

35

43




Cuadro Pagina

11. Especies de &rboles muestreados por bloque en el mé

todo de Tincidn con Yodo ...icveecincnerncneeannanns 39




INDICE DE FIGURAS
Figura P3gina

A-1 Planos de CAMPO .evcvssevrosorrsnssssssosssansossssssnss 54

x1i




1. INTRODUCCION

El Salvador, pais pequefio, eminentemente agricola, se concentrd en la
explotacidn del café&, algoddn y cafia de azlicar que han sido considerados co
mo la fuente principal de la economia nacional, pero que actualmente esti
siendovafectado por los bajos precios en mercados internacionales y por ra-
zones de conflicto interno que involucran a la agricultura, como uno de los
componentes en la economia nacional.

Ante esta situacidn se ve la necesidad de impulsar la diversificacidn
agricola, tratando de explotar otros cultivos no tradicionales que anterior
mente no se les did la importancia debida y que generan ingresos. La citri
cultura es una rama importante en la agricultura, principalmente en aque-
llos paises comprendidos dentro de la faja citricola mundial en la que in-
cluye a Centro América.

En estos Ultimos afios el cultivo de los citricos ha cobrado un interés
de mucha importancia, incrementidndose sensiblemente el drea cultivada, ya
se han hecho gestiones para la industrializacidn de &stos. Si se hace énfa
sis en la necesidad de diversificacidn de cultivos se llegarid a la conclu-
sidn de que los citricos son muy importantes en el pails, por razones como
demanda, clima, topografia y suelo, ya que en nuestra area son favorables

para el desarrollo de esta industria.

Para iniciarse en una empresa como &sta es necesario mantener nuestros

citricos libres de enfermedades y plagas que puedan impedir el buen desarro

llo de proyectos de gran envergadura. Uno de los problemas potenciales es
el Virus de la Tristeza, siendo &sta una enfermedad devastadora y que puede

llegar a causar una pérdida econdmica muy elevada. Es necesario contar con

un programa fitosanitario, sobre todo en el Banco de Germoplasma del CENTA,

+a que &ste ha sido la fuente original para la propagacidn de los citricos




distribuidos en todo el pais.

Por esta razdn es urgente hacer un muestreo para determinar la presen-—
cia del virus de tristeza de los ciﬁricosv(C.T.V.), por medio de métodos co
mo ELISA y YODO. De manera que se pueda obtener una base cientifica que
justifique la renovacién del huerto. En caso de estar presente la enferme-
dad, al mismo tiempo, poder corroborar la confiabilidad entre los dos méto-

dos.




2. OBJETIVOS

Objetivo general :

- Determinar la presencia del virus de la tristeza en el Banco de Germo-

plasma de Citricos del CENTA.

Objetivos especificos :

- Determinar la confiabilidad entre los métodos de ELISA y Tincidn de Yo-
do. | N

- Contar con una base cientifica para plantear y justificar la renovaciédn,
del Banco de Germoplasma del CENTA si se determina la existencia de di-
cha enfermedad.

- Plantear recomendaciones especificas a los citricultores del pails en ba

se a los resultados de este trabajo.
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3. LITERATURA REVISADA

3.1. Antecedentes

El Ministerio de Agricultura y Ganaderia de El Salvador, a través de su
Institucidn de Jnvestigacidn, que en el transcurso del tiempo ha recibido -
diferentes denominaciones, tales como: Servicio Cooperativo Agricola Salva-
dorefio Americano (SCASA); Direccién General de Investigacidn y Extensidn A-
gricola (DGIEA) y otras, que a la fecha tiene el nombre de Centro de Tecno-
logia Agricola (CENTA, tuvo desde sus inicios la visidn amplia de trabajar
en la generacién de tecnologia y extensidén agricola, con cultivos de granos
basicos, hortalizas, agroindustriales y frutales, con este @ltimo grupo fue
su preocupacidn primordial la formacidn de colecciones amplias con muchas -
especies que sirvieron a futuro como Bancos de Germoplasma, para la promo-
cidn de dichos cultivos a escala comercial y garantizar a la vez la conser-
vacidn del germoplasma en sus propias dreas de trabajo, es asi, como a ini-
ciativa de los Doctores Wilson Popenoe y Watkins, en 1950 se realiza la pri
mera introduccidn de variedades comerciales y algunos patrones de citricos
provenientes de Florida (U.S.A.), los cuales estdn localizados en el lote
2, de la Estacidn Experimental de San Andrés no. 1, posteriormente hubo una
segunda introduccidn, 1959-1962, en la cual se introdujo variedédes comer-
ciales y patrones certificados provenientes de California (U.S.A.), los cua
les se encuentran localizados en los lotes no. 14 y 13 respectivamente de

la Estacidén Experimental de San Andrés no. l;l/

Los materiales introducidos fueron observados y evaluados sobre todo en

1/ Tiburcio Benavides, Encargado de Frutales. Operaciones de Campo, CENTA,
1989.




lo relacionado a rendimiento y se promovid el fomento del cultivo en aque-
llas variedades mis sobresalientes, aspecto que se mantiene hasta la fecha,
esta situacidn implica que la mayoria de los cultivos de citricos en El1 Sal
vador (aproximadamente 95%), teng;n como fuente original el Banco de Germo-
plasma del CENTA, ya sea ﬁdr comp?a directa de plantas a la Institucidn o
que aunque hayan sido adquiridas en viveros particulares, &stos obtuvieron
su material de patrones y fuentes deryemas en el CENTA.

Los citricos, a pesar de ser considerados como frutas de caracteristi-
cas sub-tropicales, se adaptan entre los 40 grados latitud norte y 40 gra-
dos latitud sur, en cuyo intervalo ée encuentra Centro América y lOgicamen-
ké El Salvador. ﬁn nuestras-céndiciones éé han adaptado y producido adecua
damente, encontrindose cuitivos desde 10 hasta 1 400 msnm.

Las condiciones climéticas en donde se encuentra el Banco de Germoplas-
ma de Citricos, son: 1 701 mm de lluvia anual, 23,8 °C de temperatura, 767
de humedad relativa y 460 msnm (2). (Cuadro 1).

Seglin datos de la Direccidn General de Economia Agropecuaria (3), ac-
tualmente hay cultivados 7 700 manzanas de citricos con una produccidn de -
2 117 500 qq, y un rendimiento de 275 qq/mz; sin embargo, no somos autosufi
cientes con la produccidn y somos importadores, en el periodo de los Qlti-
mos 10 afos (1978-1987), los citricos ocuparon el tercer lugar en cuanto al
valor de importacidn de frutas, situacidn que puede agravarse debido a mu-
chos factores, especialmente fitopatoldgicos.

Las variedades de citricos que en mayor volumen se han propagado por el
CENTA y viveristas particulares son: Naranja Jaffa, Valenc;a, Washington Na
vel, Bonilla y Pifia. Mandarinas Reina, Clementina, Dancy. Limones Pérdico

y Criollo. Hibridos Tangelos Orlando, Minneole y Tangerinas.




Cuadro 1. Condiciones climdticas de la Estacidn Experimental de San André&s (S.A.).
M E ) E S
PROMED.
FACTORES
Ene. Feb. Mar. Abr. May. Jun. Jul. Ago. Sep. Oct. Nov. Dic. ANUAL
Temperatura 22,5 23,2 24,6 25,5 25,2 24,3 24,1 24,2 23,8 23,6 22,8 22,2 23,8

en °C.

N

Humedad re- 69 68 68 71 78 .84 82 82 85 83 77 72 76
lativa en %
Precipitacidn 7 2 10 66 182 295 322 296 304 173 37 7 1701
en mm.

Fuente : Almanaque Salvadorefio 1987. Centro de Recursos Naturales (2).




Respecto a los antecedentes de cardcter fitosanitario, se encuentran nu
merosos reportes sobre incidencia de gran cantidad de plagas y de enfermeda
des de tipo fungoso, tanto a nive% de CENTA, como a nivel de huertos parti-
culares; sin embargo, no se encuentra ninguno de ellos con caricter formal
en la determinacidn de la presencia de enfermedades de tipo viroso, espe-
cialmente de tristeza. No obstante lo anterior, en informaciones persona-
les con técnicos que estidn o han estado manejando el Banco de Germoplasma
de Citricosl/, se manifiestan serias sospechas sobre la presencia del virus
de la tristeza y de otras enfermedades virosas, debido a la observacién por
ellos realizadas sobre sintomatologia y muerte en varias plantas sobre todo
en los Gltimos afios; también ha sido la opinidn personal de algunos cienti-
ficos y técnicosg visitantes a dichas 4reas de cultivo. Algunas de las va
riedades perdidas son: Limdn Cubano, Naranja Tehuacdn, Feldi, Carter Navel,
Lima, Cidra Stron Carpenter, Tangelo San Jacinto, Tangelo Orlando y Grape
Fruit Marsh.

Dentro de la informacidn generada sobre tristeza de los citricos, hay
dos aspectos importantes :

1) Patrones : Se reconoce por muchos autores y en El Salvador se re-
porta por Montenegro H. (33) que el patrdn de naranjo agrio (Citrué
aurantium) Linn, por si solo es resistente al virus de la tristeza, pero es
intolerante en la asociacifn con variedades susceptibles, esto es preocupan
te ya que un alto porcentaje de los huertos de citricos en el pais se en-

cuentran sobre patrdn de agrio.

1/ 1Ing. René Pérez Rivera. Té&cnico en Frutales, CENTA, 1989.
Tiburcio Benavidez. Encargado de Frutales. Operaciones de Campo,
CENTA, 1989.

2/ Dr. Gerald Barbdn, Fundacidn Francesa. 1989.

Dr. Ramdn Lastra, CATIE. 1988.




2) Vectores : La transmisidn del virus de la tristeza, es por dos me-
canismos, injertos y a través de vectores, dentro de €stos se reportan como
agentes principales los &fidos, y en El Salvador Montenegro H. (33), y Que-

zada, R. (43); reportan la presencia de Toxoptera auranti, Aphis gossypii y

.Aphis espiraccola.

En Centro América, se ha reportado la presencia de tristeza en Honduras
(27); y por informacidn personal del Dr. Gerhard BarbOn, té€cnico de la Mi-
sién de Cooperacidn Técnica del Gobierno de Francia, quien manifiesta la
presencia de tristeza en Nicaragua, para lo cual Francia ha proporcionado
recientemente germoplasma certificado libre de virus y también informa so-
bre la presencia de dicha enfermedad en Costa Rica, causa que ha motivado
que a finales de 1988, se haya prohibido la utilizacidn de naranjo agfio CQ
mo patrdn de citricos.

Montenegro H. (33), menciona los efectos desastrosos que la tristeza
ocasiond en Brasil, Argentina, especialmente por la utilizacidn de naranjo

agrio como patrdon de las variedades comerciales.

3.2. Distribucidn geografica

El virus de la tristeza se encuentra diseminado en la mayoria de los
paises del mundo, mostrando sintomatologia mids o menos similar, determinéﬁ-
dose algunas variantes y dependiendo del vector que esté involucrado en su
transmisidn. Asi es la intensidad de la enfermedad, en algunos paises esta
enfermedad es devastadora y causa danos bastante altos.

En E1 Salvador hasta esta fecha no se ha tenido reportes due confirme

la presencia del virus de tristeza.




Para 1988, investigadores de CATIE tuvieron sospechas del virus en el
Banco de Germoplasma del CENTA, lo cual ha sido expresado también por otros
visitantes pero a manera de opinidn personal.l/

Herrera M. (22), reporta la p;esencia de tristeza en Honduras, en el
Valle del Zamérano (E:A.P.), donde se encontraron dos Arboles del huerto de
citricos de copa Grape Fruit sobre patrdn de lim6n\rugoso, con sintomatolo-

gia visible tipica de tristeza, por lo cual &l concluye que el virus se en-

. cuentra en Honduraé, ya que los resultados de ELISA efectuados en la Univer

WP A T e =

sidad de Florida salieron con niveles cercanos al T3 aunque ninguno tan po-
sitivo como el de Florida, aunque se tiene presencia del vector Toxoptera
citricida en los citricos del pals, se cree que probablemente no se ha expan
dido debido a las condiciones ambientales y a que los citricos de la Escue-
la Agricola Panamericana se encuentran en un valle y bastante alejados de

. . . 2/ . .
las plantaciones comerciales. Timmer— , estima que es importante el mues-

treo de citricos en Honduras y El Salvador, ya que este virus es transmiti-

do por un insecto vector alado, Toxoptera citricidus y ha sido detectado re

cientemente en Nicaragua, pais fronterizo con Honduras y éste a su vez con
El Salvador, se realicen evaluaciones ya que registros de la presencia del
CTV en Centro América son eséasos;’
Varios autores citan la presencia del virus en Estados Unidos, en Cali-
fornia, Florida, Texas, su diseminacidn y métodos de transmisidn desde 1946
. (47). Al igual que la infeccidn natural de especies relativos y de hibri-
dos y, el incremento r3pido de tristeza en Florida (10).

Brasil es uno de los paises mds afectados por este virus, su aparicidn

i/ Ph. D. Pete Timmer, Profesor Plant Patology, Citrus Research and
Education Center.  1989.
Ibid.

4

|19
~




la tuvo en San Pablo a través de plantas importadas de Africa del Sur, en
1946 quedd establecido que era una enfermedad causada por un virus (11).

El virus de la tristeza en los citricos es un complejo viral que estd
ampliamente distribuido en todas las dreas de los paises en donde se siem-
bra citric;s (L.

En Argentina y por primera vez en América del Sur, Carrera (1933, 1935),
fué dada a conocer la presencia de la enfermedad (46).

M3s tarde, eﬁ 1943 Weather, citado por Sarasola (46), compard la enfer-
medad Argentina con la de Africa del Sur, estableciendo que el naranjo agrio
de pie franco, el dulce o mandarino o injertado sobre limdn rugoso se desa-
rrollan bien, y que.sélo-el dulce, el mandarino y el pomelo injertados so-
bre agrio son afectados por la enfermedad y terminan por morir (46, 38).

Bitancourt (1940), encontrd la misma enfermedad en Brasil, y en afios an
tes Fawcett la observd en California (E.U.A.), llamindola quick decline
(46).

En Egipto estd presente el virus de la tristeza; transmitido por Aphis
gossypii pero en forma menos violenta que T. citricidus, auhque éste no es
t3d presente en el pais, los autores reportan como parte de un programa de
reconocimiento de virosis y enfermedades de los citricos, que realizaron in
jertos experimentales de porciones de Arboles sospechosos de tristeza, y al
ser examinado el ensayo, se observaron que las plantas injertadas con sospe
chas de virus presentaban los sintomas caracteristicos de la tristeza (36).

La misma situacidn se presentd en Colombia y se cree que posiblemente
el virus exista desde 1933 con la introduccidn del limdn Meyer de Califor-
nia (42).

En Venezuela, fue reportado el C.T.V. en 1960, pero hasta el momento no

10




se ha localizado en siembras comerciales, pero constituye una gran amenaza

ya que su vector Toxoptera citricidus estd diseminado en toda la zona (49).

Este virus estd corrientemente presente en Limoneros Meyer, en Chile con 1la

ventaja de no encontrarse en huertos caseros y comerciales (51).

3.3 Naturaleza de los virus

Los virus son entes infecciosos, submicroscdpicos, compuestos de una o
varias moléculas de dcido nucléico. La mayoria de los virus que afectan
las plantas consisten de dcido ribonucl&ico (ARN) a diferencia de los virus
Aue afectan animales consisten de &cido dééoxiribonucléico (ADN). Estos se
multiplican solamente en las clulas vivas, el acido nucléico viral contie-
ne toda la informacidn genética necesaria para organizar su multiplicacidn
pero depende por entero de componentes aportados por la célula, en ocasio-
nes este proceso de multiplicacidn requiere la presencia de otros virus.

En la particula viral madura e inactiva, el 3dcido nucléico estid rodeado
por una cubierta protectora de proteina, pero durante el proceso intracelu-
lar de multiplicacidn el dcido nucléico actila por si solo (26). Otro con-
cepto lo ofrece Garcia Alvarez (23), diciendo que virus es el princiﬁio in-
feccioso o agente etioldgico capaz de atravesar los filtros que retiene las
bacterias.

Las t&cnicas para el estudio de los virus son muy especiales, requieren
de instrumental complejo, apropiado y detallado (46).

En 1957 se establecid en Tucuman que plantas enfermas por virus, mostra
ban disminucidn de la reserva de glucdcidos y proteinas, posiblemente por

la reduccidn de clorofila y de la actividad fisioldgica limitada a la fun-
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e et e

cidn cidn respiratoria y enzimitica, cuya consecuencia es la menor moviliza
cidn del energético (almidones) hasta las hojas (46).

El virus de la tristeza de los citricos es un Closterovirus y es una de
las virosis mis frecuentes de las plantas. Es una particula aproximadamen-
te de 2 000 nm de largo por 12 nm de diZmetro, estd presente solamente en
las células del floema, no es transmitido mecdnicamente, pero si por injer-

tos y vectores (1, 46).

3.4. Sintomatologia de tristeza

Agrios (1), menciona que la tristeza presenta sintomas como debilita-
miento general del adrbol (r3pida o lenta), hojas amarillentas que pueden
caer o quedar secas sobre el 3drbol, la muerte de raices secundarias y que

después toman parte las principales, brotaciones terminales nulas o morteci

‘nas, se propagan las brotaciones interiores, cortas y con carencias, orifi-

cios pequefios, visibles a simple vista muy juntos debajo de la unidn con la
yema, los frutos son de tamafio pequefio (inferiores a los normales) y colo-
rean prematuramente.

Los sintomas tipicos de tristeza descritos por Agrios, varian segiin
huésped y en cada hudsped si crecen en diferentes rizomas para el declina-
miento crénico y rdpido de las yemas sobre rizomas susceptibles, muerte re-
gresiva, depresidn en las raices, disminucidn del vigor y el fruto anormal,
son la evidencia tipica del virus de la tristeza.

Rebour (41) describe la sintomatologia como un agotamiento brusco y ge-
neralizado del drbol y que la muerte sobreviene en algunos afios.

Moreira (34, 40), dice que los sintomas de tristeza son semejantes a --
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los causados por la pudfici6n Ael pie y fallas de los rizomas, aunque se -
puéde distinguir la tristeza examinando la raiz, y que las picaduras
(pitting) permite identificar el virus en pomelos y limas, obstruccidn de
vasos que conducen alimento, ocasiona la muerte de las raices. Manchas de
deficiencia en las hojas, defoliacién, muerte de las ramas y grave enanismo,
estos sintomas pueden ser visibles.

Para Elsaid (21) la identificacidn de tristeza en naranja agria son ne
crosis del floema en el tallo y raiz a nivel de las c&lulas cromiticas del
floema.

Autores como Araujo y Vasconcellos (4), citan que un sintoma descrito -
son las raspaduras y el cual al finalizar ‘sus investigaciones concluyd que
las raspaduras eran causadas por el agente causal de la tristeza.

Planes (38), asegura que no existe una sintomatologia clara de la tris-
teza, pues ninguno de los sintomas externos que aparecen sobre un arbol
afectado pueden considerarse como especificos de la enfermedad, la accidn
de la misma en una combinacidn sensible se manifiesta por la necrosis de
los vasos liberanos, lo que restringe la circulacidn de la savia hacia las
raices, provocando agotamiento y muerte de los mismos, el decaimiento, tama
Ao del fruto anormal, defoliacidn y finalmente el &rbol muere.

Sarasolé (47), a través ae una récopilacién dei curso avanzado de Bacte
riosis virosis, nos dice que la clorosis seguida de un decaimiento general
se presentan en adrboles de cualquier edad en un plazo de 6 meses o menos;
un aumento en la fructificacidn, defoliacidn, y la pudricidén de las raices
son sintomas generales.

Para Rohm y Pratt (43, 39), un sintoma especifico de tristeza es el e-
‘ecto de panales que consiste en pequenos orificios apinados, en la parte

Saja del injerto a simple vista, pero que pueden distinguirse mi3s facilmen-

13




te con lente de aumento.
La tristeza presente en América del Sur, es distinta a la del Hemisfe-
rio Norte del Viejo contienente. Knorr (1956-1957), fue uno de los autores

que mas estudid este aspecto de la enfermedad, dice el autor que la triste-

- za de Argentina, Brasil como también Africa del Sur y Australia, se caracte

riza por producir picaduras (pitting) y dentro de las acanaladuras, el teji .
do toma la apariencia de cuerdas que se deshilachan.

Este sintoma tan caracteristico no se observa en América del Norte en -
donde la enfermedad por otra parte, produce necrosis en el floema en la
uniénrde naranjo dulce sobre agrio estando por lo contrario en Sur América
extendida sobre Lima y Pomelo. Otro sintoma son ramas principales torcidas,
crecen hacia abajo, sintomas de deficiencia de zinc y manganeso, frutos dci

dos y con poco jugo (45).
3.5. Razas

Cuando se estudian las diferentes reacciones de las especies y varie-
dades de citricos inoculado con material vegetativo de diferentes grados de
afeccidn, por el Virus de la Tristeza; los diferentes tipos de reacciones
inducidos en las plantaciones son las que nos indican que del virus respon-
sable existen razas distintas, incluso la concentracidn de particulas vira-
les de los extractos que sacados del material vegetativo confirma la exis-
tencia de diferentes razas, los extractos ricos en particulas virales produ
cen sintomatologia leve y los pobres en particulas virales producen sinto-

mas moderado-graves (20).

En Africa se ha establecido la existencia de razas benignas de virus pu

ros, pero no se ha obtenido una conclusidn exacta y aseveran que deben expe
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rimentar ma3s alin para conocer una respuesta verdadera (30).

En 1951 Grant y Costa, demostraron la existencia de diferentes razas
(""Strains") del virus. En general son razas muy leves, leves severas y muy
severas, estando a veces mezcladas:

En Australia Fraser (1952), de;cribié,una enfermeda& llamada Ywllows
seedlings, que puede volver a desaparecer, es decir que el follaje.puede
volver a recuperar su color verde normal que habia sido modificado por una
caracteristica clorosis foliar; esta clorosis debe ser considerada como una
raza del virus de la tristeza, pues segin Costa, Grant, McClean y Van der
Plank siempre va acompaiida de los otros sintomas como clorosis y picaduras,
Wallace y Drake (1961), separaroﬁ Yellows ;eedlings por el color, determi-
nando ademd3s la preferencia del virus por las yemas de la base o del extre-
mo del brote, otra raza de tristeza fue estudiada por Matzumoto -y Wang al
que llamaron Licubin (algunos autores lo incluyen como micoplasma y no co-
mo virus) encontridndolo mids semejante a la tristeza de América del Sur y
ademas produce reaccidn sobre Aeglopsis Chevalieri, Swingle. Esta especie
pariente de los citrus, es muy sensible por lo que Knorr la utilizd como
tests en Argentina, ya que produce clorosis y Stem-pitting. En el Japbn --
fue estudiada por Tanaka otra raza que llamp Hassahu dwarf, existen pues
gran cantidad de razas que producen sintomas diferentes, las razas de Améri
rica del Norte son menos virulentas que en América del Sur, las razas se
van formando naturalmente por mutaciones y un dia pueden afectar a una va-
riedad o especie que parece no ser sensible (46).

Tristeza es la m3s grave de todas las virosis, es causada por un comple
jo virdtico sp. "citriver viatoris", constituido por 3 cepas: Tl (virus muy
débil), T2 (virus débil); T3 (virus severo), combinaciones binarias y ter-

ciarias (16, 27).
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3.6. Daros

En cuanto a danos ocasionados por el virus de la tristeza parece ser
que én Honduras no representa un problema serio por el momento, ya que en
estudios hechos por Herrera dice que los andlisis efectuados por el Método
de ELISA en la mayoria de los 5rboles fueron negativos, algunos salieron du
dosos y otros, talvés positivos pero no habia ninguno que fuera tan positi-
vo como el T3 de Florida (27). En América del Sur han sido catastrdficos
los efectos econdmicos principalmente sobre los frutos, al producirse una
reduccidn en el tamafio normal, en aumento en la acidez y otras alteraciones
que perjudican el vglor comercial (44).u

El contenido protéico encontrado en el floema del injerto de drboles en
fermos, es significativamente emnor que el determinado en &rboles sanos (10,
31).

El ingeniero Rafael Francios (35), considera que las enfermedades viro-
sas son las que constituyen el mayor factor de costo de produccidn de los ciI
tricos, ya que hasta el momento son incurables y los arboles enfermos, redu
cen mucho su produccidn y su vida comercial.

Se estima que 40 millones de drboles han sido destruidos por C.T.V. en
América del Sur, cuyo patrdn era Auranti (naranjo agrio), que es altamente
susceptible al virus, en Honduras este virus representa un problema para
los citricos de esta regidn, ya que un gran ndmero de irboles estdn injerta

dos sobre ese patrdn susceptible (27).

3.7. Mecanismos de propagacidn

La tristeza es una enfermedad causada por un complejo viral cuya acti
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vidad patogénica obstruye los vasos que conducen alimentos, en la unidn de
las yemas de algunas combinaciones de cepas y pda. La enfermedad varia con
siderablemente en gravedad debido a que existen diversas razas o cepas de
virus (39), lé misma situacidn se'presenta en los mecanismos de transmi--
sidn, ya que puede ser a ;rayés dei injerto y por vectores.que pertenecen
31“8?9P° de los afidos (pulgones) (1,732, 41).

Es importante decir que este virus no se transmite por semilla ni savia

(1, 7, 46).

3.7.1. Transmisidn por vectores

En el campo la mayoria de los virus que afectan a. las plantas son trans
mitidos por insectos, s6lo unos pocos son por nemdtodos, hongos y &caros.
Los vectores mas importantes son los dfidos, Orden HomGptera, Familia Aphi-
dae) que se han demostrado como transmisores de md3s de 170 virus (26).

Entre los anos 1969 y 1972, el Dr. Rutilio Quezada hizo un muestreo en
algunos departamentos de nuestro pals, sobre las principales especies de in
sectos asociados al cultivo de los citricos en E1 Salvador.

De la Estacidn Experimental San Andrés # 1 y a nivel nacionla, de donde
son reportados los insectos de la Familia Aphidae entre los cuales estdn:

Pulgdn Negro Toxoptera auranti, pulgdn verde Aphis spiraecola y pulgdn de

el algoddn Aphis gossypii; todos &stos se reproducen en forma partenogenéti
ca (40).
Meneghini (1946-1948), determind que la transmisidn de la enfermedad se

producia por el &fido Paratoxoptera citricidus en Brasil (49) al igual que

Aphis tabaresi (31) y estd en Argentina el P. argentinensis. El mismo ano
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Faucett y Wallave determinaron en California la transmisidn por injerto,
aunque Dickson (44), en 1951 comunicd que el insecto transmisor en Califor

nia no es el mismo que en la Argentina, sino que se trata del Aphis
ossypii.

Los vectores se tornan infectivos poco tiempo después de alimentarse so
bre la planta y pierden ripidamente la habilidad para transmitir. E1 Aphis
gossypii en California se infecta éﬁ'S minutos y pierde efectividad a las 2
horas; P. citricida se infecta en 1 hora, inocula plantas sanas en 30 minu-
tos y pierde efectividad en 24 horas, si queda en ayunas puede conservar al
go del poder infectivo pero no m3s de 48 horas, esta especie inocula todas‘
las razas. ’

Norman y Grant (1957), en Florida (E.U.A.), determinaron como transmi-

sor al Aphis spiraecola o pulgdn verde y también a Toxoptera orangi que es

el afido cafetalero, Hughes y Lister citaron al coccido Ferrisia virgata co

mo probable transmisor en Africa, pero no ha sido comprobado (44).
De acuerdo a investigaciones realizadas, varios autores han determinado

que Toxoptera citricida es un vector que presenta alto nivel de eficiencia

para la transmisidn, en California (37), en Filipinas (29) y en Bolivia -
(48).

A pesar de la gran diseminacidn de arboles infectados en diversas zonas
productoras de Agrios en Chipre, parece que ha habido poca propagacidn natu

ral, los autores concluyen que cepas locales de Aphis gossypii y Toxoptera

auranti son vectores poco eficientes para transmitir el C.T.V. en Chipre
(37). En 1960 en Venezuela no se habia localizado la enfermedad en siem- »
bras comerciales, pero constituyen una grave amenaza debido a la presencia
de T. citricidus, y por el porta-injerto utilizado 'naranja casera" es ex-
tremadamente susceptible al virus (49). Se demostrdé que en California y en
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Florida, el Aphis gossypii puede transmitir el virus, en Florida se consi-

guid también la transmisidn con A. spiraecola (50).

3.8. Técnicas seroldgicas y de Tincidn para diagndstico de tristeza.

Existe una serie de t&cnicas para la deteccidn del virus de la triste
za, entre los cuales estin : El método de reservas de almiddn con tincidn
de yodo. Garnsey-Youn, Bawden y Fawcett (1, 7, 24), describen este méto-
do con el fin de determinar el almacenamiento de las sustancias energéticas
(almidones). Las cuales en las plantas sanas y normales siempre estd pre--
senteAaunque en proporciones diferentes, atin en la misma, ya sea por la es-
tacidn o demanda de la cosecha (fruta). En las enfermedades virales de las
plantas, en multiples estudios se ha demostrado la relacidn en proporcidn
inversa del contenidé de almidon por las plantas infectadas que puede lle-
gar hasta la deplecidn del mismo, tales reservas pueden ser determinadas vi
sualmente utilizando el método de tincidn con yodo, exponiendo el material
a investigar (ralz o tallo) a la solucidn yodada de 2% de yoduro de potasio
y 0.2% de yodo elemental, durante unos minutos para obtener una coloracidn
azul oscura que denota la presencia de almiddn, indicando esto la ausencia
del virus, en el punto de unidn del patrdn-injerto y una coloracidn clara
en este mismo sitio si no existe almiddn lo que presume la presencia del vi
rus de tristeza.

La técnica seroldgica de ELISA (complejo enzima-inmunosorbente-antisue
ro) descrita por varios autores (34, 6), en la que realizan esta prueba uti
lizando fosfatasa alcalina conjugada con un purificado de gamma-globulina de

antisuero para un purificado de C.T.V., el virus fue rapidamente detectado
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en los extractos de las plantas inoculadas experimentalmente y en extrac-
tos de muestras infectadas colectadas del campo en la cual el método de -
ELISA demostrd igual eféctividad para la deteccidn de la tristeza de Israel
y Florida (24), el virus fue detectado en varios tejidos conteniendo floe-

ma, durante las estacionmes de frio y calor, aunque fue m3s fidcilmente detec

table en la cd@scara de frutos pediculados. Este examen fue generalizado pa

ra la aplicacidn en la deteccidn de plantaciones grandes, pero cuando reusd
del complejo enzima-anticuerpo para cuatro aplicaciones consecutivas (24).
Clark y Adams (17, 18), describen el principio de la técnica de ELISA,
de esta manera: En un recipiente colocan el anticuerpo. especifico absorbi-
do, luego esta muestra es lavada, en seguida se le agrega la muestra a exa-
minar conteniendo ei virus, lava la muestra nuevamente y se le agréga la en
zima etiquetada para el anticuerpo especifico, vuelve a lavar la muestra vy
se agrega el sustrato enzimidtico, midiendo la intensidad del color que va
en proporcidn a la concentracidn del virus en este preparado. Las muestras

son lavadas con soluciones bufer, la enzima utilizada es fosfatasa alcalina.

3.9. Medidas de control

En vista de que la enfermedad del virus de la tristeza (C.T.V.) es un
problema grave en casi todos los paises, y debido a la forma de propagacidn
de ésta, se tomaron medidag de control tanto para su diseminacidn, como pa-
ra la eliminacidn, los autores citados a continuacidén (8, 9, 22, 28, 29, -
32, 41, 49), indicaron que la solucidn para el combate y control mds eminen
tes y adecuadas eran: determinar la dispersidn de la enfermedad en el pais,

injertar sobre patrones tolerantes, uso de variedades resistentes, control
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permanente de dfidos, extirpacidn del pulgdn negro (Toxoptera auranti) y ha

cerles pruebas de virulencia a todos los posibles vectores, propagacidn de
yemas libres del virus, eliminacidn e incineracidn "in situ", injerto por -
aproximacidn reinjertacién de la éopa con limonero, medidas culturales mas
especificas como mantener el cultfvo limpio, sobre todo de posibles hospede
ros de los vectores y muestreos continuos de &stos; reemplazos en los huer-
tos por arboles jdvenes, control de calidad a los frutos, determinacidn de
las razas m3s virulentas y la existencia de &stas en el pais.

El uso de productos quimicos como Dimetoato, Folithion, Mecarban, Bay-

gon, Methil Parathion mostraron eficiencia para el control de Toxoptera

citricidus en Brasil en 1968 (14) y el uso de Pirimicarb (Pirimor) en Vene

zuela.

Para la obtencidn de plantas libres de virus se ocupa la termoterapia
siendo éste el método mds utilizado con el objeto de obtener plantas o par-
te de éstas libres del virus, esta t&cnica se fundamenta en la temperatura
que permite la inactivacidn del virus o impide su sintesis sin afectar la
viabilidad de ellos, la temperatura varia entre 35 °C a 54 °C; y el tiempo

entre minutos a horas (45).

3.10. Patrones tolerantes recomendados

Bondel (12), recomienda que aunque la toronja es muy sensible a la -
tristeza, &sta es casi siempre utilizada para patrdn de injerto en las re-
giones mediterraneas. En razdn de la amenaza de esta enfermedad, resulta
necesario reemplazar la toronja por patrones nuevos; entre €stos estdn:

Poncirus trifoliata, citranger troyer y naranjo mandarino cleopatra (39, -

50) .
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Fusagri~(15), estudib las caracteristicas principales en relacidn a com
portamiento de enfermedades virosas de portainjerto entre las cuales repor-
ta como patrdn resistente a citrange carriso, citrange Morton, citrunelo
swingle y tolerantes a Mandarina Cleopatra, Limdn Rugoso, Mandarina Sunki,
Tangelo Orlando, Lima Rangpur, Naranja Dulce, Citrus Amblycarpa y Citrus -
Volkameriana.

Agrios y Sarasola (1, 44) reportan que el naranjo dulce, la lima o man
darina Rag Pur, tangerine, M. Cleopatra, limbén rugoso; P. trifoliata, son
los principales portainjertos tolerantes; Citranger toyer es también repor-

tado como uno de los principales (1).

3.11. Patrones susceptibles

El principal patrdn o portainjerto susceptible es el Naranjo Agrio y
el Pomelo Marsh (2, 44).

Wathers en 1943 establecid que Naranjo Dulce, Mandarino y Pomelo injer-—
tados sobre Naranjo Agrio son afectados por la enfermedad, anteriormente en
1928 en Java, Toxopeus observd la muerte de plantas de 8 a 12 meses que ha-
bian sido injertados sobre agrioc.

Los efectos de Naranjo Agrio como patrdn portainjerto susceptible datan
desde 1890 en Africa del Sur en donde se observd que al injertar Naranjo --
Dulce sobre pie agrio sufria una rdpida declinacidn, sintoma caracteristico

de tristeza (44).
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4. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd de diciembre de 1988 a abril de 1989, en
la Estacidn Experimental San Andrég # 1 en el Banco de Germoplasma del Cen-
tro de Tecnologia Agricola CENTA, km 33 1/2 carretera a Santa Ana, departa-
mento de La Libertad, a una altura de 460 msnm, con una latitud Norte de
89,24° y una longitud Oeste de 13,59 § con una temperatura media de 23,8°C,
precipitacidn 1 701 mm/afio/afic y humedad relativa 76%, topografia plana'y
suelo franco arenoso con bajo contenido de fésforo y nitrdgeno, bueno en po
tasio y pH 6,7; el area total muestreada fue de 34 112 m2 (Cuadro 2). Se
muestrearon 58 variedades de citricos con ﬁistanciamiento de 8 x 8 m.

Se muestrearon 3 lotes los cuales se dividieron en 6 bloques, con 533
arboles en total, cada uno de estos bloques contenian diferentes cantidades
de drboles, variedades y 3rea (Cuadro 3), para las muestras se tomaron en
cuenta las variedades presentes (Cuadro 4) en los bloques. Cada arbol se-
leccionado fﬁe debidamente marcado con spray para un posterior reconocimien
to. Se tomaron de 4 a 5 submueétras en diferentes posiciones del arbol ob-
teniendo al final una sola muestra homogenizada. Estas consistian en bro--
tes tiernos del arbol, se colocaron en boléas plisticas y luego depositadas
en viales de 7 cms de alto y 1,5 c¢m de didmetro, el vial contenia secante y
algoddn, el secante utilizado fue sulfato de calcio, el objetivo de é&ste
fue absorber la humedad; las muestras fueron debidamente tapadas y asi evi-
tar entrada de hongos al ser trasladadas a los laboratorios del Citrus
Research anq Education Center de la Universidad de Florida/Institute of --
Food and Agricultural Science, Lake Alfred, en donde se le aplicaria el mé-

todo de ELISA. Al drbol que se le tomd la muestra de brotes tiernos para
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Cuadro 2. Cantidad de 4rboles, variedades y ireas totales en éada»bloque.

Arboles To - Variedades en Area muestrea-
Bloques tal en Blo cada bloque da (mZ)
ques
I | 47 19 3 008
. II 80 13 5 120
I1I 61 28 3 904
' IV 168 47 10 752
\ 124 12 7 936
VI 53 | 1 3 392
TOTAL . 533 168 34 112

Cuadro 3. Cantidad de 3rboles y variedades muestreadas por bloque.
Variedades
Bloques Arboles total muestreadas Arboles
en bloque por bloque muestreados

1 47 7 7
11 80 8 16
111 60 8 8
1Y 168 35 44
\Y 124 9 19
VI 53 1 6
TOTAL 533 68 100
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Cuadro 4. Cddigo de total de drboles muestreados en el Banco de Germoplas

ma de citricos del CENTA.

BLOQUES

No. Variedades muestreadas C?digo : I I I v VI
1 Naranja Hamlin 1.01.04 X

2 Naranja Pina 1.01.05 X

3 Mandarina Reina 1.02.01 X

4 Kunquat Nagami 1.03.01 X

5 Kunquat Marumi 1.03.05 X

6 Limdn Persico 1.04.02 | x

7 Naranjo Agrio 1.04.05 b'e

8 Naranja Valencia 2.01.02 X
9 Naranja Valencia 2.01.02 X
10 Naranja Washington 2.01.04 X
11 Naranja Valencia 2.05.03 X
12 Naranja Valencia 2.05.06 X
13 Naranja Valencia 2.05.11 X
14 Naranja Jaffa 2.06,01 X
15 Naranja Jaffa | 2.06.05 X
16 Naranja Jaffa 2.06.08 X
17 Tangelo Orlando 2.07.03 X
18 Tangelo Mineole 2.07.06 X
19 Naranja Pina 2.07.08 X
20 Naranja Malaguena 2.08.09 X
21 Naranja Hamlin 2.08.02 . X
22 Naranja Hamlin 2.08.04 X
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Cuadro 4. (Continuacidn).
BLOQUES
No. Variedades muestreadas Cddigo
II ITI Iv \'s VI
23 Naranja Catlin 2.08.07 X
24 Naranja C.E.S. 25-77 3.01.05 X
. 25 Naranja Majorca 3.01.06 X
\ 26 Poncirus Trifoliata 3.02.04 X
‘ 27 Grape Fruit Mercedes 3.02.13 X
28 Naranja Clementina 3.03.03 x
29 Dancy Tangerine 3.03.06 X
30 Grape Fruit Progr. 3.05.06 X
31 Naranija Jaffa 4.01.03 X
32 Naranja Jaffa 4.01.06 X
33 Naranja Valencia 4.01.11 X
34 Naranja Valencia 4.01.14 X
i 35 Naranja Hamlin 4.02.03 X
36 Naranja Hamlin 4.02.05 X
37 Naranja Enterprice 4.02.14 X
38 N. Parson Browan 4.02.16 X
¢ 39 N. Washington 22-4 4.03.06 X
40 N. Washington 22-4 4.03.07 X
‘ 41 N. Washington 23-3 4.03.14 X
42 N. Washington 23-5 4.03.15 X
43 Naranja DGIA 4.04.02 X
44 Naranja DGIA 4.04.06 X
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Cuadro 4. (Continuacidn).

BLOQUES

No. Variedad muestreada Cédigo
' IT ITT Iv \ Vi
46 N. Page Orange 4.04.10 X
47 N. Page Orange 4.04.11 X
48 Nova Tangelo 4.05.03 X
49 Robinson Tangerine 4.05.05 X
50 Lee Tangerine 4.05.12 X
51 Queen Pineaple 4.05.16 X
52 Mandar. Marcottss 4.06.05 X
53 Naranja Agria 4.06.08 X
54 Dancy Tangerine 4.06.14 X
55 Grape Fruit Ruby-Red 4.07.05 X
56 Grape Fruit Duncan 4.07.07 X
57 Grape Fruit Foster 4.07.09 X
58 Citron Corcican 4.07.11 X
59 N. Ruby Red 4.08.04 X
60 Lima Selc. Nacional 4.08.07 X
61 Mandarina Libert.Criolla 4.09.03 X
62 Limdn Pérsico 4.09.07 X
63 Lim8n Pérsico 4.09.08 X
64 Limbn Pérsico 4.09.09 X
65 Mandarina Meardi 4.10.01 X
66 Valencia Sob.Patr. Trifo 4.10.05 x
liada.
67 Valencia Sob.Patr. Ling 4.10.06 x

Mung.
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Cuadro 4. (®ontinuacidn).
BLOQUES
No. Variedades muestreadas Cédigo
1 11 111 IV VvV VI
68 Valencia Sob,Patr. Red Ling
Mung. 4.10.08 x
69 Valencia Sob.Patr. Citremon 4.10.10 X
70 Valencia Sob. Patr. Loonar 4.10.12 x
71 Valencia Sob. Patr.
Citrandarin 4.11.01 X
72 Valencia Sob. Patr. Smiki
Mandarin 4.11.03 X
73 Valencia Sob.Patr.
Misribatabi 4.11.05 X
74 Valencia Sob.Patr.
Trifoliata Rubidaux 4.11.07 X
75 Valencia Sob.Patr. Cleopatra 4.11.10 X
76 Leonardi 5.01.06 X
77 Citrandarin 5.01.08 X
78 Smiki Mandarin 5.01.10 X
79 Red Ling Mung 5.01.12 X
80 Rubidaux Trifoliata 5.02.02 X
81 Naranja Agria Certificada 5.02.04 X
82 Naranja Agria Certificada 5.02.07 X
83 Naranja Agria Certificada 5.03.01 X
84 Mandarina Cleopatra 5.04.02 X
85 Mandarina Cleopatra 5.04.08 X
86 Mandarina Cleopatra 5.06.06 X
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Cuadro 4. (Continuacidn).

BLOQUES

No. Variedades muestreadas . Cddigo

II III Iv VI
‘ 87 Mandarina Cleopatra 5.08.03
| 88 Mandarina Cleopatra 5.08.07
. 89 Poncirus Trifoliata 5.09.01
90 Poncirus Trifoliata 5.10.05
91 Carriso 5.11.02
92 Carriso 5.12.04
93 Carriso 5.13.04
94 Carriso 5.14.05

95 Naranjo Agrio 6.03.03 X

96 Naranjo Agrio 6.03.05 X

97 Naranjo Agrio 6.07.02 X

98 Naranjo Agrio 6.07.03 X

99 Naranjo Agrio 6.11.02 X

¢ 100 Naranjo Agrio 6.12.02 b
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ELISA se le hizo también el método de Tincidn con Yodo. Las muestras se co

dificaron para efectos de identificacidn.
Cada método se considerS como un tratamiento y se usd un disefio de mues

treo azarizado estratificado en especies, basandose en la férmula matemiti-

ca de :
Nt Pq
: i Nd2 + tzpq
En donde :
N = Poblacién total de irboles

q = Probabilidad 0,5
P = Probabi}idad 0,5
d = Valor de confiabilidad de 0,1
t = t Student 120 grados de libertad
n = Nimero de muestras tomadas
Aplicando la formula se obtuvo un n de : 82,78 muestras, como minimo, -

para efectos de seguridad en caso de perderse alguna muestra se tomd un --

n = 100.
533(1,98)% (0,5) (0,5)

533(0,1)% + (1,98)2(0,5)(0,5)

1}

n 82,78 —-— 83 muestras minimas.

Codificacidn de las muestras (Cuadro 4)
E.S. CENTA

1.01.05/89 en donde :

E.S. = E1l Salvador
CENTA = Lugar de recoleccidn
1 = Bloque
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01 = Linea (segiin plano de campo)
05. = Pos-cidn dentro de la linea (Arbol)
/89 = Afio de recoleccidn.

Las muestras de brotes tiernos. fueron tomadas los dias 2 y 3 de enero -
de 1989 y éstas fueron enviadas a Florida el 7 de enero de 1989, la prueba
del Yodo se hizo 4 y 5 de enero.

Los métodos utilizados fueron dos,.los que se describen a continuacidn:

A) Método de tincidn con yodo

Estd basado en la reaccidn con yodo (yoduro potdsico) con el almidén,
que se adquiere un tinte azul-negro, o una coloracidn clara; la prueba se -
realizd en la unidn injerto-patrdn.

El procedimiento a seguir fue el siguiente:

' Un raspado longitudinal en la unidn patrdn-injerto de forma rectangular
de m3s o menos 12 cms de largo en la corteza, y en esta drea denudada se le
aplicd una solucidn de yoduro de potasio al 2,0%, obteniendo en unos una co
loracidn café oscura, tanto en injerto como patrdm y en otros una coloracidn
clara, este (ltimo resultado fue tomado como positivo para C.T.V. por cuan-
to demostrd la ausencia o la poca existencia de almidones en dicha zona, lo
cual es usual en las enfermedades virales.

B) Método ELISA

Método del complejo enzima-inmunosorbente-antisuero utilizado en este -
trabajo fue el Clark, de doble anticuerpo sandwich, que es el método clasi-
co. Las muestras fueron de los brotes tiernos de las yemas terminales, las
cuales fueron molidas en un mortero, se usd un anticuerpo de una cepa del -
7irus de tristeza de Florida, ya que el germoplasma en estudio es proceden-

te del mismo estado, y este anticuerpo es de tipo policlonal, lo cual permi

31




e

P e R

Kl

te detectar cualquier raza de tristeza.

Con~esfo se midid la intensidad de la reaccidn colorimétrica a 410 nm
(nm = nandmetros, unidad de absorbencia) en espectofotdmetro.

El test fue corrido a cargo de los Drs. L.W. Timmer y R.F. Lee de la --
Universidad de Florida.

Para efectos de comparacidn de los 2 métodos se utilizd la prueba esta
distica t de doble cola, en la cual se pretende una distribucidn entre dos
medias (métodos), a efectos de verificar si existe diferencia entre ios dos

métodos (Cuadro 5), se hizo un reconocimiento de afidos a los citricos y -

cultivos vecinos en el momento de la recoleccidén de muestras y asi poder co - .-

nocer los vectores presentes en nuestro pais, en una &poca determinada, to-
mando en cuenta la vegetacidn y cultivos existentes a los alrededores de -

los lotes muestreados, los dfidos fueron : Aphis gossypii y Toxoptera auran-

ti.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En el anilisis estadistico t d? doble cola en el Cuadro 5, nos indica -
que al comparar la distribucidn de los dos métodos utilizados ELISA y YODO
para establecer la comparacidn entre &stos, obtuvimos un resultado no signi
ficativo, para lo cual se puede decir que desde el punto de vista matemdti-
co el Método de Tincidn de Yodo (método realizado en el campo) y ELISA (mé-
todo de laboratorio), se comportan de la mismé manera, también se puede no-
tar en el Cuadro 9; que sdlo hay una diferencia de 3 muestras entre un mé-
todo y otro y, aunque se cuenta con el.problema que el método de Yodo es vi
sual, por lo tanto no es exaéto y estd sujeto al criterio de la persona que
lo efectlla, adem3s de no ser especifico para C.T.V., por lo tanto no se po-
dria recomendar para hacerlo en un muestreo nacional y decir que existe
C.T.V. en una plantacidn de citricos.

Cuadro 5. Prueba t de doble cola.

M ET OD O S

1/
(A) Yodo (B) ELISA
1 0,411 : 0,357
2 0,125 0,125
3 0,381 0,381
4 0,25 0,375
5 0,00 : 0,00
6 0,00 0,50
7 0,00 0,00
8 0,00 0,00
9 0,00 0,00
1/ n = Especies.
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En donde :

Sc2

n = Especies :
1 = Naranja
2 = Limdn
3 = Mandarina
4 = Grape Fruit
5 = Tangelo
Sc2
/t/
[Tc/
- 0,692"°

Partiendo que son

9 9

1,167 1,738
0,392 0,679
0,151 0,336
0,130 0,193

(0,392 - 0,151) + (0,679 - 0,336)

16
6 = Kunqueat
7 = Lima
8 = (Cidra
9 = Sin nombre

(0,241) + (0,343)

0.037
16
(0,130 - 0,193) - 0 0,063 _ ;5 692
2(0.037)/9
Tt
0,05
2,365

nimeros de arboles con virus del total muestreados.
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Cuadro 9. Numero de arboles positivos en cada bloque y en cada método.

B LOQUE S

METODO I 111 v v VI TOTAL
ELISA 4 4 17 4 1 33
YODO 5 3 14 4 5 36
TOTAL 9 7 31 8 6

Cuadro 8. Incidencia numérica y porcentual de tristeza, segiin especies de

citricos, por los métodos de ELISA y Yodo.

e

No. total ar

No. arboles

Reaccidn Positiva

| Especie boles por es muestreados

’ pecie por especie YODO o ELISA 7

|

| Naranja 291 56 23 41,1 20 35,7
Limdn 37 8 1 12,5 1 12,5
Mandarina 128 21 8 38,1 8 38,1
Grape Fruit 38 8 2 25 3 37,5
Tangelo 19 3 - 0 - 0
Kunquat 5 2 2 0 1 50
Lima 6 1 - 0 - 0

: Cidra 4 1 - 0 - 0

Sin nombre 5 - - 0 - 0
TOTAL 533 100 36 33
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Para efectuar el andlisis estadistico, se transformaron los datos a por
centajes, asi tenemos que para el método de Yodo en Naranja se obtuvo 41,1%,
Limdn 12,5%, Mandarina 38,1%, Grape Fruti 25%, para Tangelo, Kinquat, Lima
y Cidra no se obtuvo ningln porcentaje. Los resultados de los patrones mis
susceptibles en el método de Yodo (Cuadrec 7), de 36 muestras positivas fue-
ron Naranjo Agrio 41,66%Z y 27,77% sobre Mandarina Cleopatra, 25% en semilla,
2,77% en Smiki Mandarina y Cintradarin. El Cuadro 11 presenta el nimero de
drboles muestreados por bloque, y se observa que en el bloque IV es el que
mayor niimero de muestras positivas presenta, aunque este bloque cuenta con
el mayor nlmero de arboles, variedades y &drea. Al comparar estos resulta-
dos con los de Herrera (27); y podemos decir que hay una diferencia muy
grande, ya que alld no resultaron positivos con Yodo ninguno de los Arboles;
sin embargo, en el presente estudio contamos con una mayor cantidad de arbo

les y si se encontrd respuesta positiva con Yodo.
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Cuadro 7. Resultados de la coloracidn positiva en &rboles muestreados en —
el Banco de Germoplasma del CENTA, para la detecciGnvde tristeza

por el método de Tincidn con Yodo.

»
.

Cédigo del arbol Resultado (Positivo) Patroén
1.02.01 Positivo M. Cleopatra
1.03.01 | Positivo M. Cleopatra
1.03.05 Positivo M. Cleopatra
1.04.02 Positivo M. Cleopatra
1.04.05 Positivo M. Cleopatra
2.02.01 Positivo M. Cleopatra
2.07.08 Positivor M. Cleopatra
2.05.11 Positivo_ M. Cleopatra,
2.07.09 Positivo N. Agrio
2.08.04 Positivo N. Agrio
3.01.02 Positivo N. Agrio
3.01.06 Positivo N. Agrio
3.02.13 Positivo N. Agrio
4.01.06 Positivo N. Agrio
4.02.03 Positivo N. Agrio
4.02.14 Positivo N. Agrio
4.02.16 Positivo N. Agrio
4.03.14 Posgitivo N. Agrio
4.04.06 Positivo N. Agrio
4,04.10 Positivo N. Agrio
4.05.05 Positivo N. Agrio
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Cuadro 7.

(Continuaci6n).

Cédigo del &rbol Resultado (Positivo) Patron
4,05.12 Positivo N. Agrio
4,06.05 Positivo N. Agrio.
4,10.01 Positivo N. Agrio
4.11.01 Positivo Citradarin
4,11.03 Positivo Smiki Mandarin
4.11.10 Positivo M. Cleopatra
5.01.08 Positivo Semilla
5.02.04 Positivo Semilla
5.02.07 Positivo Semilla
5.13.04 Positivo Semilla
6.03.03 Positivo Semilla
6.03.05 Positivo Semilla
6.07.03 Positivo Semilla
6.11.02 Positivo Semilla
6.11.22 Positivo Semilla
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Cuadro 11. Especies de drboles muestreados por bloque en el método de Yodo.

NUMERO DE ARBOLES POSITIVOS MUESTREADOS

B L O Q UTE 8

| Especie
| I I1 ITI IV \Y Vi
|
' Naranja /3 5/14 2/4 7/22 2/8 576
4 Limén /1 0/0 0/0 0/5 0o/1  0/0
Mandarina 1/1 0/0 0/2 6/9 1/9 0/0
Grape Fruit ' 0/0  0/0 1/2 1/5 0/1  0/0
Tangelo 0/0 0/2 " 0/0 0/1 0/0 0/0
Kunquat 2/2 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Lima 0/0  0/0 0/0 0/1 0/0  0/0

Cidra 0/0 0/0 0/0 0/1 0/0 0/0

B
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Al comentar sobre los resultados de ELISA se puede decir que es un mé-
todo seguro por ser una prueba seroldgica, ya que el Dr. Timmer reporta la
incidencia de C.T.V. en Bolivia por medio de esta prueba. El Cuadro 8 nos
muestra también la incidencia porcentual y numérica de tristeza, para las -
diferentes especies, en Naranja 35,7%, Limdn 12,5%, Mandarina 38,1%, Grape
Fruit 37,5%, Kunquat 50% y para Tangelo, Lima y Cidra no hay porcentaje ya
que los drboles muestreados no resultaron positivos a C.T.V. ninguno de --
ellos, en cuanto a patrones susceptibles en el método de ELISA el Cuadro 6
indica que sobre Naranjo Agrio hay 60,607 sobre Mandarina Cleopatra 15,167,
de semilla 15,15% y 3,03% sobre Citrandarin, Red Ling Xung y Misri Batabi,
al igual que en Yodo, el Cuadro 10 indica que el bloque IV es el que mayor
niimero de muestras positivas presenta, siempre por tener mayor nimero de ar

boles, variedades y &rea.
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Cuadro 6. Resultados de las muestras enviadas de E1 Salvador (CENTA), para
la deteccidn de fristeza, por el Método de ELISA en Citrus

Research and Education Center, IFAS, U.S.A. Florida.

Cédigo de la Muestra Resultados Patrdn

1.02.01 0.0505 M. Cleopatra
. 1.03.05 0.0560 M. Cleopatra
Lt 1.04.05 0.0505 M. Cleopatra
2.05.11 _ 0.0415% M.FCleopatra
2.06.08 0.0605 N. Agrio
2.07.08 , 0.0275% M. Cleopatra
2.08.07 0;0350* N. Agrio
1 3.01.02 0.6880 N. Agrio
3.01.06 0.0570 N. Agrio
3.02.13 0.0715 M. Cleopatra
3.05.06 0.1970 N. Agrio
4.01.06 0.0465% N. Agrio
4.02.03 0.0540 N. Agrio
4,02.14 0.0715 N. Agrio
4.02.16 0.0270% N. Agrio
4.03.14 0.2000 N. Agrio
4.04.02 0.1030 N. Agrio
4.04.06 | 0.0965 N. Agrio
4.04.10 0.1195 N. Agrio
4.05.05 0.1405 N. Agrio
4.05.12 0.0540 N. Agrio
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Cuadro 6.

(Continuacién).

Cédigo de la Muestra Resultados Patrén

4.06.05 0.0690 N. Agrio
4.09.05 0.0290* N. Agrio

. 4.10.01 0.0315% N. Agrio
4.10.08 0.0610 N. Agrio

’ 4.10.10 0.0960 N. Agrio
4,11.05 ' 0.1155 ﬁ. Agrio
4.11.10 0.0520 M. Cleopatra
5.01.08 0.0495% Semilla
5.02.04 0.0615 Semilla
5.13.04 0.1050 Semilla
5.14.05 0.0465% Semilla
6.07.02 0.1420 Semilla

* Valores comprendidos entre 0.02 y
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Cuadro 10. Especies de &rboles muestreados por bloque en el método de ELI-

SA.
! | NUMERO DE ARBQLES POSITIVOS MUESTREADOS
Especie B L 0 Q U E s
I I1 I11 v \Y VI
) Naranja 1/3 4/14 2/4 9/22 3/8 1/6
g‘ 1L,imdn 0/1 0/0 0/0 1/5 0/1 0/0
Mandarina 1/1 0/0 0/2 1/5 0/1 0/0
Grape Fruit . 0/0 0/0 2/2 1/5 0/1 0/0
Tangelo 0/0 0/2; ‘ 0/0 0/1 0/0 0/0
Kunquat 1/2 0/0 - 0/0 0/0 0/0 0/0
Lima 0/0 0/0 0/0 0/1 0/0 0/0
Cidra - 0/0 0/0 0/0 0/1 0/0 0/0
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La sintomatologia de los drboles muestreados en el Banco de Germoplasma
fueron: declinamiento, exceso de rebrotes nuevos, amarillamiento en las ho-
jas, orificios pequefios debajo de la unidn con la yema, algunos frutos pe-
quefios, defoliacidn, muerte regresiva, disminucidn del vigor y muerte de éi
boles. Esto concuerda con los resultédos por el método de ELISA y al mismo
tiempo coincide con algunos de los sintomas citados por Agrios, Sarasola y
Rebour.

La vida Gtil de los citricos depende de la variedad, del patrdn utiliza
do, condiciones ambientales y tipos de manejo que se les proporciona, la -~
cual podria oscilar desde 40 hasta 60 anos, la coleccidn de germoplasma de
citricos del CENTA muestra una declinacifn un tanto generalizada debido a
su edad (30-39 afios) y el manejo deficiente provocado en los Gltimos afios
por la falta de recursos que han impedido su normal mantenimeinto, lo cual
se estima que ha causado una alteracidn fisioldgica de las plantas y ha per

mitido una mayor proliferacidn de enfermedades y plagas, sobre todo afidos

(Aphis gossypii y Toxoptera auranti), que junto con la presencia del C.T.V.
han provocado a la fecha el colapso de las variedades o combinaciones mas
susceptibles.

Estos vectores son los mismos reportados por Florida y nos da una pauta

para decir que son los posibles vectores del C.T.V. en nuestro pais.
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6. CONCLUSIONES

En el Banco de Germoplasma del CENTA se ha detectado la presencia del -

virus de la tristeza.

Se concluye que matemiticamente las dos metodologias para determinar la
presencia del virus son confiables. Sin embargo, en la prictica el mé

todo de yodo presenta inconveniente, ya que la coloracidn es subjetiva.

Los patrones susceptibles en el Banco de Germoplasma son Naranjo Agrio

y Mandarina Cleopatra.

Los posibles vectores presentes en el jardin de variedades en estudio -

fueron Aphis gossypii y Toxopteraiauranti.

La sintomatologia de C.T.V. observada en el Banco de Germoplasma de -
CENTA coincide con la reportada en otros paises y con los resultados de

ELISA y en alguna medida con el método de Yodo.
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7. RECOMENDACIONES

Renovar totalmente el Banco de Germoplasma de citricos de CENTA, en vis

ta de que se determind la presencia del virus de la tristeza.

Que el Ministerio de Agricultura y Ganaderia a través de organismos com
petentes debe legislar y supervisar la propagacidn de frutales, princi-

palmente de citricos a nivel gubernamental y privado.

Hacer un censo de los huertos de citricos y muestrearlos por el Método

de ELISA.

Continuar con investigaciones del virus de tristéza, tales como los vec

tores y lo relacionado con variedades y patrones.

Inducir al pais y fomentar la utilizacidn de patrones tolerantes o re-
sistentes a plagas y enfermedades, especialmente al virus de la triste-

za.
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