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RESUMEN

Citrus exocortis viroid es un patégeno de importancia cuarentenaria en paises
productores de citricos debido a la facil dispersion y su dificil control. Las medidas
de manejo de la enfermedad son escasas debido a que el patégeno se trasmite
durante la propagacion del cultivo con material vegetal infectado. Con el propdsito
de desarrollar alternativas de manejo a la enfermedad causada por CEVd, los
objetivos del presente trabajo fueron: a) La caracterizacion de CEVd por su
eficiencia de transmision para establecer su aplicacion en el diagndstico biologico
por indexado, b) Determinar la presencia de la bacteria endoéfita Caulobacter segnis
en muestras infectadas con CEVd para contribuir a establecer posibles rutas de
interaccidn simbiodtica y ¢) Desarrollar un protocolo de propagacion in vitro de Citrus
sinensis como una contribucion de aplicacion en la generacion de nuevas
variedades de citrus sanas. El area bajo la curva del progreso de la enfermedad
causada por CEVd fue de R?= 0.94-0.99 con un modelo de regresién cuadratico, la
aparicion de sintomas de la enfermedad fue de diez dias en condiciones in vitro,
tres veces mas rapido que in vivo. La presencia de C. segnis en brotes sanos fue
12.5% mayor que en brotes enfermos cultivados in vitro, con mayor sobrevivencia
en brotes sanos cultivados. La mejor respuesta de brotacion in vitro de naranja dulce
pineapple se obtuvo en segmentos de epicdtilo con los cotiledones adheridos con
6.8 brotes por explante, cultivados en MS con 1.0 mg L*de BAPy 0.5 mg L1 IBAYy
la mejor respuesta al enraizamiento (93%) se obtuvo con 1.0 mg L de AIA. Las
condiciones in vitro generan una rapida expresion de sintomas en el diagnéstico por
indexado contribuyendo a la deteccién oportuna de CEVd. Estudios futuros acerca
del tipo de asociaciéon de C. segnis en citricos infectados con CEVd contribuiran a
determinar posibles vias de control de la enfermedad. Se establecié un eficiente
protocolo de organogenésis in vitro de C. sinensis pineapple para su uso en los

programas de mejoramiento genético.

Palabras clave: exocortis, citricos, diagnostico, indexado, Caulobacter,

micropropagacion



SUMMARY

Citrus exocortis viroid (CEVd) is a pathogen of quarantine importance in countries
where citrus are produced due to its easy dispersion and difficult control. The
management measures of this disease are limited because the pathogen is
transmitted during the crop propagation with infected plant material. With the
purpose of developed manage alternatives to CEVd, the objectives of this study
were: a) Characterization CEVd by its transmission efficiency to establish its
application in biological diagnosis by indexing, b) To determine the presence of the
endophyte bacterium Caulobacter segnis in samples infected with CEVd to help
establish possible symbiotic interaction routes; and c) Developing an in vitro
propagation protocol of Citrus sinensis as an application contribution in the
generation of new healthy citrus varieties. The area under the curve of the progress
of the disease caused by CEVd was R? = 0.94-0.99 with a quadratic regression
model, disease symptoms in vitro conditions were shown in ten days, three times
faster than in vivo. The presence of C. segnis in healthy shoots was 12.5% higher
than in sick shoots grown in vitro, with greater survival in healthy shoots grown. The
best in vitro sprouting response of sweet orange pineapple was obtained in epicotyl
segments with the cotyledons adhered with 6.8 shoots per explant, cultured in MS
with 1.0 mg L of BAP and 0.5 mg L IBA and the best response to rooting (93%)
was obtained with 1.0 mg L? of AIA. The in vitro conditions generate a rapid
expression of symptoms in the indexed diagnosis contributing to a fast detection of
CEVd. Future studies on the type of association of C. segnis in citrus infected with
CEVd will help to determine possible ways to control the disease. An efficient in vitro
organogenesis protocol of C. sinensis pineapple was established for use in genetic

improvement programs.
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l. INTRODUCCION GENERAL

El viroide de la exocortis (CEVd) es un fitopatdgeno que ataca a los citricos y
se caracteriza por inducir sintomas severos de descortezado de la madera,
achaparramiento, epinastia de hojas y necrosis. Esta compuesto por una cadena
sencilla de RNA con 371 nt aproximadamente, no codifica proteinas y es replicado
por polimerasas encodificadas en el hospedero (Acosta et al., 2011; Bernard et al.,
2011). CEVd puede infectar una amplia gama de hospederos citricos, pero también
ataca especies no citricas. Las naranjas trifoliadas (Poncirus trifoliata), hibridos de
citranges (Citrus sinensis* P. trifoliata) y lima rangpur (Citrus limonia) usados como
patréon durante la propagacién por injerto son los principales hospederos,
reduciendo hasta en un 40% el rendimiento. Plantas propagadas por semilla de
Cidra etrog (Citrus medica) presentan sintomas intensos como atrofia grave,
epinastia foliar y necrosis venosa. Por su sensibilidad, la Cidra se considera como
una planta sensible e indicadora de la presencia de la enfermedad de Exocortis en

ensayos de diagndstico biologico (Bernard et al., 2011; Roistacher, 1991).

La transmision de CEVd en los citricos se lleva a cabo principalmente por
injerto y herramienta contaminada, y la principal via de dispersion es mediante la
movilizacion entre zonas de cultivo de material vegetal que porta la enfermedad y
gue puede permanecer asintomatico (Kapari et al, 2008). Esta enfermedad se
encuentra distribuida en la mayoria de los paises productores de citricos y no tiene
cura, por lo que se debe prevenir usando material vegetal libre de la enfermedad
proveniente de programas de certificacion. Un programa de certificacion eficaz
incluye una serie de diagndsticos biol6gicos y moleculares, sobre todo cuando se
requiere crear un banco de germoplasma. El diagnéstico de biologico de Exocortis
consiste en realizar la transmision por injerto de yemas de material vegetal cuya
sanidad desea comprobarse. Lon injertos de trasmisién se realizan en plantas
indicadoras de cidra etrog las cuales permiten reproducir biolégicamente al
patdogeno en condiciones ambientales ideales para la expresion de sintomas y el

posterior diagnostico biolégico por sintomatologia y el diagndstico molecular de
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material infectado por transmisién, quedando evidenciada la presencia o ausencia
del patogeno del material vegetal. La primera herramienta para el combate de
enfermedades es la prevencidon. Un diagndstico eficaz y oportuno permite que la
trasmision del viroide de la exocortis en material vegetal destinado a la propagacion
mediante injerto en plantas patron se reduzca al minimo y se refleje en una

produccion sostenible.

Otra de las estrategias para disminuir el efecto de las enfermedades sobre las
plantas es el uso de tratamientos biolégicos como las bacterias endofitas que viven
en simbiosis con las plantas y pueden contribuir a la fijacion de nitrégeno
atmosférico, absorcidn incrementada de agua y nutrientes y la produccion de
reguladores de crecimiento (Pérez y Chamorro 2013). En citricos se ha determinado
la existencia e identidad de bacterias endoéfitas que habitan en la rizosfera, cuyas
poblaciones fluctian dependiendo de la presencia o ausencia de enfermedades
fitopatdgenas (Lacava et al., 2004; Trivedi et al., 2011). La interaccion entre
bacterias enddfitas y enfermedades fitbpatogenas abren la posibilidad de la
existencia de nuevas formas de control biolégico para combatir patbgenos de tipo
vascular, tal como se ha reportado en otros cultivos (Kavino et al., 2007). El
reconocimiento de bacterias endofiticas por la planta podria resultar en la
estimulacién de los mecanismos de defensa de la planta como la acumulacién de
sustancias antimicrobiales, el colapso de las células hipersensitivas (Hallmann J.,

2001) o la activacion de genes de resistencia.

La creciente demanda en la diversidad en los productos ofertados ya sea por
sus caracteristicas organolépticas o por sus derivados impacta en la necesidad de
generar nuevas variedades de citricos que sean altamente competitivos. La
presencia de enfermedades en los citricos durante la propagacion disminuye las
ganancias de la produccién debido a la inversién que se lleva a cabo durante su
control. Como una alternativa a la produccion de planta sana y la generacion de
nuevas variedades, el uso de cultivo in vitro en la generacion de plantas con calidad
fitosanitaria y de interés comercial se ha llevado a cabo por varios investigadores a

fin de establecer protocolos de micropropagacion de citricos como una aportacion
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a la investigacion en la generacion de variedades mejoradas. (Khan et al., 2009;
Navarro, et al., 2016; Zhang et al., 2017).

La prevencion de enfermedades como el viroide exocortis de los citricos
mediante el diagndstico biolégico del material vegetal destinado a la propagacion,
la implementacion de nuevas estrategias de manejo como el uso del control
bioldgico y la propagacion de plantas in vitro con alta calidad fitosanitaria son medias
alternativas al manejo de cultivo para disminuir los efectos que causan las

enfermedades viroidales.

Il. ANTECEDENTES

Los citricos son uno de los cultivos comerciales mas importantes a nivel
mundial debido a su alto valor econémico y nutricional. Este cultivo representa
alrededor del 22% de la produccién total de frutas. México ocupa el cuarto lugar en
la produccion mundial después de China, Brasil y Estados Unidos con
preponderancia a la produccion de limén agrio y persa (Salcedo et al., 2010). Para
México, la citricultura es una actividad de gran importancia dentro de la fruticultura
nacional y se destinan 574,612.86 hectareas para este propésito, las cuales se
distribuyen en 28 estados con clima tropical y sub-tropical de la Republica. Los
estados de mayor importancia en produccion son Veracruz con el 43%, Michoacan
con el 9.17%, Tamaulipas con el 7.98% y San Luis potosi con el 6.23% que en
conjunto concentran mas del 66.39% de la superficie sembrada y cosechada. El
cultivo de citricos representa una fuente importante de ingreso en zonas rurales de
nuestro pais, cerca de 67,000 familias dependen de esta actividad que genera mas
de 8 millones de toneladas de frutos, con un valor superior a los 20 mil 449 millones
de pesos (SIAP, 2016).

En los ultimos afos, la produccion de citricos se ha visto afectada por la
presencia de plagas y enfermedades, entre las que destaca el viroide de la exocortis

el cual esta regulado por la secretaria de agricultura a fin de disminuir los dafios
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potenciales de esta enfermedad. En México la presencia de Exocortis es escasa ya
gue se ha reportado solamente en Tamaulipas y Nuevo Ledén (Almeyda, et al.,
2007), pero la amplia gama de hospederos que pueden ser afectados es el principal
factor de riesgo potencial para el desarrollo de una epidemia. La deteccién e
identificacion oportuna y eficaz de las enfermedades en campo y en vivero es de
vital importancia para el fomento de una citricultura sana y competitiva. Por lo que
el uso de diagnasticos biolégicos y moleculares fiables que conforman un programa

de certificacion son de gran utilidad para la prevencion de la enfermedad.

El diagndstico biolégico por indexado para deteccion del viroide de la exocortis
se lleva a cabo debido a la baja concentracién y a la distribucion desuniforme del
viroide Exocortis de los citricos dentro de la planta (Roistacher., 1991). Un
diagnéstico bioldgico por indexado permite la toma de muestra de diferentes partes
de la planta y la posterior multiplicaciéon del patégeno en condiciones ideales para
llevar a cabo un posterior diagnéstico molecular eficaz. Debido a que aun se
desconocen los mecanismos evolutivos y los factores que intervienen en la infeccién
de los viroides dentro de la planta, las estrategias de control son dificiles de
establecer ya que por su naturaleza requieren de su hospedante para mantenerse
activos, dejando como Unica alternativa la prevencion de la dispersion de la

enfermedad con el uso de material vegetal de propagacion sano.

El establecimiento de una enfermedad requiere de medidas de manejo y
control fitosanitario que permitan eliminar o reducir el nivel de inoculo, reducir la tasa
de incidencia o reducir el tiempo de interaccién entre el patbgeno y el hospedante
con el propdsito de reducir la enfermedad (Nutter, 2007). Una de las herramientas
para reducir la poblacion de plantas enfermas son los agentes de control biolégico
los cuales actuan de manera natural o mediante manipulacion para contrarrestar al
patdgeno que se quiere controlar. Las bacterias enddfitas son consideradas como
uno de los agentes de control bioldgico por la produccion de antibiéticos, por inducir
resistencia sistémica o por facilitar las estrategias del proceso de fitorremediacion
(Pérez y Chamorro, 2013). Estudios anteriores han demostrado que bacterias
fitopatogenas de citricos como Candidatus liberibacter o Xylella fastidiosa alteran la
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estructura y la diversidad funcional de las comunidades microbianas ya que existe
una mayor incidencia de bacterias endofitas en plantas sanas y asintbmaticas
(Lacava et al., 2004; Trivedi et al., 2011). Se ha demostrado que una de las bacterias
enddfitas con alta incidencia en los citricos es del género Caulobacter la cual tiene
la habilidad de producir un antibiético llamado 7- amino-3 metil cephem (Urakami.,
1990), por lo que su presencia en muestras de citricos podria ser un indicio de una
posible asociacion para contrarrestar enfermedades fitopatbgenas para la
sobrevivencia planta enddfito. Sin embargo, el proceso de reconocimiento entre la
planta y las bacterias endofitas no necesariamente resultan en la defensa de la
planta, incluso las bacterias endoéfitas podrian inhibir los mecanismos de defensa.
La importancia de la interaccion entre bacterias enddfitas y su hospedero esta adn
inconclusa y se requiere de investigacion para una mejor comprension (Hallmann.,
2001).

Para garantizar la produccién de los citricos y su permanencia en el mercado
es necesario desarrollar de nuevos cultivares altamente productivos. La compleja
biologia reproductiva de los citricos (heterocigosis, largos periodos juveniles,
poliembrionia) es el mayor obstaculo al mejoramiento de citricos por métodos
convencionales (Navarro et al., 2016). Con los recientes avances en biotecnologia
de plantas es posible introducir genes de interés al genoma de la planta usando
técnicas de transferencia. Sin embargo, para una eficiente produccién de plantas
transgénicas debe ser definido un sistema de cultivo de tejidos (Almeida et al.,2002).
El cultivo in vitro de nuevas variedades ofrece una ventaja sobre la propagacion
convencional, que es la rapida multiplicacion de material en un corto periodo de
tiempo (Lahoty et al., 2013), esto aunado a la seleccion de explantes sanos
representan una alternativa al manejo de enfermedades de tipo viroidal y la

permanencia del sector citricola en el mercado nacional eintenacional.

Il. JUSTIFICACION
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Con base en la falta de diversidad varietal de citricos producidos en México y
a la presencia de enfermedades devastadoras de dificil deteccion que implican una
disminucién del rendimiento se hace necesario el establecimientos de medidas
preventivas como el uso de diagnosticos bioldgicos exahustivos que incluyan
informacion relevante como la dinamica epidemioldgica del patégeno, la severidad
de la enfermedad y la gama de hospederos que pueden ser infectados; protocolos
eficientes de propagacion de planta sana que incrementen la diversidad varietal en
cantidades suficientes en cortos periodos de tiempo para satisfacer los constantes
cambios de preferencias del consumidor y el desarrollo de investigacion en el uso
de herramientas de manejo del cultivo que sean compatibles con el medio ambiente

para el manejo de enfermedades como el viroide de la exocortis.
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V. OBJETIVOS

1.- Caracterizar al CEVd en condiciones de indexado in vitro e in vivo comparando
la eficiencia de transmision y el tiempo necesario para el desarrollo de sintomas

causados por el viroide para establecer su aplicabilidad en el diagndstico bioldgico.

2.- Determinar la presencia de la bacteria C. segnis en el follaje de plantas sanas
o infectadas por CEVd para contribuir a establecer las posibles rutas de interaccion

simbidtica de los enddfitos con plantas infectadas por viroides.

3.- Desarrollar de un sistema eficiente de organogénesis de brotes de naranja
dulce Pineapple usando diferentes tipos de explante y concentracion de reguladores
de crecimiento como una contribucion de aplicacion en investigaciones de

mejoramiento genético.
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CAPITULO I. CARACTERIZACION DEL VIROIDE EXOCORTIS DE LOS
CITRICOS EN DIFERENTES CONDICIONES DE INDEXADO.

Articulo publicado en: Revista Mexicana de Fitopatologia 35: 284-303 ISSN
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RESUMEN

Citrus exocortis viroid (CEVd) es un fitopatégeno regulado en la citricultura de
México. El diagndstico por indexado para detectar la presencia y transmision de
CEVd en material propagativo de bancos de germoplasma es de aplicacion oficial.
El objetivo de este estudio fue caracterizar al CEVd en condiciones de indexado in
vitro e in vivo comparando la eficiencia de transmision y la rapidez con que se
generan los sintomas para establecer su aplicacidén en el diagnéstico biolégico. Se
evaluo altura, incidencia, area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCP)
y eficiencia de transmision en plantas indicadoras de citron etrog cultivadas in vivo
inoculadas por injerto y en brotes cultivados in vitro inoculados con callos. La altura
media de brotes y plantas infectadas fue menor 7.5 mm y 56.3 mm respecto al
testigo, la incidencia, ABCP y modelo de regresion fueron 81.2 %, 10.7, y= 0.0009x2
+0.0693x- 0.0057, R2 = 0.99 in vitro y 70.8%, 9.84, y= 0.0004x2 - 0.0048x- 0.0061,
R2 = 0.94 in vivo, respectivamente. La eficiencia fue 99 % en ambos métodos con
sintomas a partir del décimo dia posterior a la inoculacion in vitro y 40 in vivo. Las
condiciones in vitro generan una rapida expresion de sintomas en el diagndstico por

indexado contribuyendo a la deteccion oportuna de CEVd para evitar su dispersion.

Palabras clave: cultivo de tejidos, callos, pospiviroidae, injerto, inoculacion.
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SUMMARY

Citrus exocortis viroid (CEVd) is a regulated pathogen in Mexican citriculture. The
diagnosis by indexing to detect the presence and transmission of CEVd in
propagative material of germplasm banks is of official application. The aim of this
study was characterizing to CEVd by in vitro and in vivo indexing to analyzing the
efficiency of the transmission and the speed with which the symptoms are generated
to establish their application in the biological diagnosis. The height, incidence, area
under the disease progress curve (ABCP) and transmission efficiency were
evaluated in etrog citron indicator plants, cultivated in vivo inoculated by grafting and
in buds cultivated in vitro inoculated with callus. The mean height of buds and
infected plants was 7.5 mm and 56.3 mm less than the control, incidence, ABC and
regression model were 81.2%, 10.7, y= 0.0009x2 + 0.0693x- 0.0057, R2 = 0.99 in
vitro y 70.8%, 9.84, y= 0.0004x2 - 0.0048x- 0.0061, R2 = 0.94 in vivo, respectively.
The efficiency of both indexing methods was 99 % with initial symptoms tenth days
after the in vitro inoculation and 40 in vivo. The in vitro conditions generate a rapid
expression of symptoms in the diagnosis by indexing contributing to the opportune

detection of CEVd to avoid its dispersion.

Key words: tissue culture, callus, pospoviroid, graft, inoculation.
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1.1 INTRODUCCION

El viroide exocortis de los citricos (CEVd) es un patégeno que causa sintomas
de achaparramiento, descamamiento y agrietamiento de la madera, epinastia de
hojas y grietas en el peciolo (Bernard et al., 2009) afecta a diferentes especies de
citricos como Poncirus trifoliata y sus hibridos, lima rangpur (Citrus limonia), limén
(Citrus limon) y citron etrog (Citrus medica) (Lin et al., 2015a), tiene varios
hospedantes como vid (Vitis vinifera), jitomate (Lycopersicum esculentum), haba
(Vicia faba), pepino (Cucumis sativus), ortiga de terciopelo (Gynura aurantiaca),
crisantemo (Crysanthemum morifolium), belén (Impatiens walleriana), verbena
(Verbena x hybrida) (Skori¢ et al., 2001; Singh et al., 2009; Palukaitis, 2014) y
petunia (Petunia spp.) (Van Brunschot et al., 2014). La transmisién del viroide se
lleva a cabo por injerto de yemas infectadas en arboles sanos o de forma mecanica
(Lin et al., 2015a) a través del uso de la herramienta de corte y poda contaminada.
El control quimico para el combate de la enfermedad no existe y el Unico medio de
control es la prevencidon con el uso de material propagativo libre de viroides
(Papayiannis, 2014; Gergerich et al., 2015) que provenga de bancos de
germoplasma y viveros que cumplan de forma obligatoria con diagnosticos

biol6gicos y moleculares (NAPPO, 2013).

El diagnéstico biolégico por indexado es una herramienta eficiente para
comprobar el estado fitosanitario de una planta respecto a una enfermedad
mediante la inoculacién por injerto de yema o cualquier otro tejido infectado en
plantas indicadoras que permitan la replicacién del viroide, la manifestacion de
sintomas (Roistacher, 1991; Hajeri et al., 2011) y el aumento de su concentracion.
El indexado in vivo para el diagnostico del CEVd puede durar 90 dias (Malfitano et
al., 2005; Bani et al., 2015; Lin et al., 2015a), es laborioso, requiere de invernaderos
tecnificados y dificulta el analisis de grandes cantidades de plantas, lo que
disminuye la posibilidad de crear nuevos bancos de germoplasma para conservar y
propagar variedades sanas. Actualmente solo existen dos bancos de germoplasma

en México (DGSV, 2016) que cumplen con los requisitos y diagnosticos oficiales
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establecidos por el SENASICA, uno de los cuales es operado por la misma
institucion y el otro pertenece al sector privado. Un diagnostico rapido, exacto y
confiable de una enfermedad es la base del éxito para la conservacion de
germoplasma, la importacién, introduccién y propagacion comercial de yemas de
citricos libres de viroides.

El efecto de los viroides sobre el rendimiento y calidad de la cosecha de los
citricos son altamente dependientes de la especie, variedad, patron, tipo de
aislamiento viroidal y de las condiciones ambientales en que se desarrollan
(Pethybridge et al., 2008). El estudio de las condiciones que afectan el desarrollo de
una enfermedad permite generar modelos de prediccidn, detectar posibles variables
climaticas asociadas con cambios, determinar la intensidad de la enfermedad,
establecer medidas de manejo para reducir el posible efecto de la incidencia y
severidad en campo o acelerar la velocidad de la enfermedad con fines de
diagnéstico. El desarrollo de sintomas caracteristicos de viroides en plantas de
interés economico mediante el uso de cultivo in vitro ha mostrado ser una
herramienta eficaz en estudios relacionados con transmision (El-Dougdoug et al.,
2010; Mahfouze et al., 2010; Cerni et al., 2012) y diagnostico por indexado (Kapari
et al., 2008). Técnicas alternativas al diagnéstico oficial por indexado que permitan
conocer el comportamiento de los viroides en ambientes controlados pueden ser
Gtiles en el desarrollo de diagndsticos oportunos, la prevenciéon de la enfermedad y
el establecimiento de medidas de manejo. Con base en lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue caracterizar al CEVd en condiciones de indexado in vitro e in vivo
comparando la eficiencia de transmision y el tiempo necesario para el desarrollo de
sintomas causados por el viroide para establecer su aplicabilidad en el diagndstico

bioldgico.
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1.2 METODOLOGIA

1.2.1 Cultivo de callos y brotes

Varetas de 8 cm longitud y 3 mm de diametro de citron etrog (C. medica) se
disectaron de plantas sanas e infectadas con CEVd aislamiento E811 cultivadas en
invernadero. El material vegetal infectado con CEVd fue obtenido de la coleccion de
la DGSV-SENASICA en México procedente de USDA-ARS. Las varetas se lavaron
con jabon liquido y agua corriente, se desinfestaron con 0.5% de hipoclorito de sodio
durante un minuto, 70% de etanol durante 50 segundos, y finalmente se enjuagaron
tres veces con agua destilada estéril en condiciones asépticas dentro de una
campana de flujo laminar. Las varetas se dividieron en segmentos de 3 cm de largo,
se disectaron longitudinalmente y se cultivaron in vitro con la superficie cortada en
contacto con el medio. Los explantes se cultivaron en cada frasco de 8 cm de
diametro por 12 cm de alto. EI medio para induccién de callo contenia sales
inorganicas de Murasige and Skoog (1962) suplementado con i-inositol (100 mg L-
1), tiamina HCI (0.1 mg L1), piridoxina HCI (0.5 mg Lt), &cido nicotinico (0.5 mg L-
1), sacarosa (30 g L1), &cido naftalenacetico (10 mg L) y 6-benzilaminopurina (0.25
mg L) de acuerdo con el procedimiento de Duran et al. (1989) y Navas et al. (1995).
El medio se ajusté a pH de 5.7, se solidificd con 2.8 g L de phytagel® Sigma y se
esterilizé6 en autoclave a 116°C por 20 minutos. Los cultivos se mantuvieron en
oscuridad a 26°C = 2°C durante 3 semanas hasta la formacién de callo y se
seleccionaron aquellos que no presentaron contaminacion por hongos saprofitos o
bacterias. Pequefias porciones de callo de 3 mm se utilizaron para el indexado in
vitro una vez que se detect6 la presencia de CEVd por RT-PCR.

Se obtuvieron tallos con brotes de 4 a 5 cm de largo de plantas de citron
etrog cultivadas en invernadero sin historial de infeccion y negativas a CEVd por
RT-PCR. Los tallos con brotes se lavaron y desinfestaron superficialmente con el
procedimiento descrito anteriormente y se sumergieron durante 1 minuto en

solucién de estreptomicina (200 mg L) para eliminar colonias bacterianas del tejido.
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Los brotes se disectaron para cortar secciones de tallo de 1.5 + 0.5 cm de las plantas
y se cultivaron en medio MS (Murashige and Skoog, 1962) adicionando 30 g L* de
sacarosa. El medio se ajusté a pH de 5.7 y se distribuyo en alicuotas de 25 ml en
tubos de ensayo y se esterilizd en autoclave a 116°C por 20 minutos. El medio se
solidificé con 3.0 g L de phytagel® (Sigma). Los brotes se incubaron a 25 + 2°C
con fotoperiodo de 12 horas luz y después de 48 horas de incubacion se
seleccionaron para indexar los brotes que no presentaron contaminacion por

hongos sapréfitos o bacterias.

1.2.1 Indexado in vitro

Los brotes se inocularon por injerto lateral en forma de lenglieta de 2-3 mm
de largo con callo. Los brotes inoculados fueron transferidos a tubos nuevos de
cultivo que contenian medio MS solido estéril y se incubaron durante 50 dias a 25
+2°C con fotoperiodo de 16 horas de luz. Las navajas utilizadas durante la
inoculacion se desinfestaron entre tratamientos por inmersion en solucién con 1%
de hipoclorito de sodio durante 15 segundos para prevenir infecciones cruzadas
(Kovalskaya y Hammond, 2014). Durante el ensayo se registré el numero de brotes
con sintomas y se midio la altura directamente sobre el brote con un vernier digital
en la campana de flujo laminar. La presencia de CEVd en los brotes se detecté por

reaccion en cadena de la polimerasa con transciptasa reversa (RT-PCR).

1.2.3. Indexado in vivo

Plantas indicadoras de citron etrog con diagnostico negativo a CEVd por RT-
PCR se inocularon con injertos de yema y como testigo se usaron plantas no
injertadas. Las yemas injertadas provenian de plantas que se diagnosticaron
previamente como libres o infectadas con CEVd. Durante el establecimiento del
ensayo, las plantas se podaron a 30 cm de altura y todas las hojas se eliminaron al
momento de injertar para permitir el desarrollo de nuevos brotes. El injerto de yema
se realizé de acuerdo con el método de Roistacher (1991). Las navajas utilizadas

durante la inoculacion se desinfestaron entre tratamientos y repeticiones por
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inmersion en una soluciéon con 1% de hipoclorito de sodio durante un minuto para
prevenir infecciones cruzadas (Kovalskaya y Hammond, 2014). Las plantas fueron
cultivadas de forma individual en macetas de plastico de 4 L y mantenidas en
invernadero con 28-32° C. Durante afio y cuatro meses se registré el desarrollo de
sintomas descritos por Roistacher (1991) y Bernard et al. (2009), se detect6 la
presencia de CEVd por RT-PCR y se midio la altura del nivel del suelo hasta el brote

mas alto.

1.2.4. Deteccién de CEVd por RT-PCR

Las varetas de citron que sirvieron como fuente de material vegetal para el
cultivo de callos y brotes fueron diagnosticadas a la presencia o ausencia de CEVd
una semana antes de colectar el material. Los brotes indexados se diagnosticaron
a los 60 dias después de la inoculacién y las plantas de citron del indexado in vivo
se diagnosticaron una semana antes y 180 dias después de injertar. La presencia
de CEVd en callos, yemas, brotes indexados cultivados in vitro y en plantas
indexadas en invernadero se confirmé por RT-PCR. ElI RNA total se extrajo con los
reactivos y el protocolo de RNeasy Plant Mini® de Qiagen y la sintesis de cDNA se
llevé a cabo con la enzima SuperScrip™ Il Reversa Transcriptasa (Invitrogen Corp.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La amplificacion del cDNA viroidal por
PCR se llevé a cabo con los iniciadores CEVd1 5’-CCC TGA AGG ACT TCT TCC
CC-3 y CEVd2 5’-ATC CCC GGG GAA ACC TGG AGG AA -3’ que amplifican un
fragmento de 371 pb (Yang et al., 1992) de acuerdo con las condiciones de Bernad
et al. (2009) usando y Platinum® Taq polimerase high fidelity (Invitrogen Corp.). Los
productos de la reaccion fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al
2% teflido con bromuro de etidio (0.5 pg ml?t), visualizado en luz UV y
fotodocumentado en un equipo Gel Doc EZ system® (Biorad). Los fragmentos
obtenidos de la RT-PCR fueron secuenciados en un equipo Genetic Analyzer 3100
de Applied Biosystem Corp. Las secuencias se editaron con el programa Chromas
V. 2.5.0, se alinearon con Clustal W en el programa Mega v.7.0.14 (Kumar et al.,
2016) y se obtuvo una secuencia consenso con el programa Seaview v.4.5.4 (Gouy
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et al., 2010). La secuencia consenso se comparé con la secuencia del aislamiento
de origen y con secuencias depositadas en el National center for biotechnology
information (NCBI, 2010) a través de la opcion BLASTn ver 2.3.0 (Altschul et al.,
1990).

1.2.5. Sensibilidad, especificidad y exactitud de la RT-PCR

Los parametros asociados al diagnéstico por RT-PCR se calcularon para los
tratamientos injertados con tejido infectado por CEVd en cada procedimiento de
indexado de acuerdo con Papayiannis, 2014. Las formulas de calculo fueron:
sensibilidad= (muestras positivas/ muestras positivas+ falsos negativos)* 100;
especificidad= (muestras negativas/ muestras negativas+ falsos positivos)* 100;
exactitud= (muestras negativas+ positivos/ negativos+ positivos+ falsos negativos+

falsos positivos)* 100.

1.2.6. Eficiencia del indexado

La eficiencia del indexado (©) se determin6 como la probabilidad de
expresion de sintomas (P) en muestras inoculadas con tejido infectado (n) con un
nivel de confianza del 95%, de acuerdo a la metodologia de Vidalakis et al. (2004).
La eficiencia se calculé con la formula ©= 1- (1-PL) " usando el limite inferior de
probabilidad de Clopper y Pearson (PL= 0.7935 calculado para 16 unidades) y n= 4
como el nimero minimo de muestras recomendado por Roistacher (1991) y

Vidalakis et al. (2004) para el diagndstico de CEVd por indexado.

1.2.7. Diseio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental de parcelas divididas en el tiempo por cada
condicion de indexado (in vitro e in vivo). La parcela grande fueron los tratamientos
y la parcela chica el tiempo transcurrido en dias después de la inoculacion (ddi). El

indexado biolégico in vitro de CEVd se conformé de cuatro experimentos separados
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en tiempo que incluyeron tres tratamientos con cuatro repeticiones: la inoculacion
de brote con callo infectado por CEVd (T1), la inoculacion con callo sano (T2) y brote
sin inocular como testigo (Ta) con un total de 48 muestras analizadas. Las variables
que se evaluaron fueron incidencia de brotes con sintomas a los 10, 15y 20 ddi y
altura acumulada a partir de la altura inicial a los 10, 20, 30 y 40 ddi.

El indexado biologico in vivo consistio en evaluar cuatro experimentos con tres
tratamientos: planta inoculada con yemas infectadas por CEVd (T3), planta
inoculada con yemas sin evidencia de infeccion por CEVd por RT-PCR e indexado
(T4) y planta no inoculada como testigos (Tb) con un total de 48 muestras
analizadas y cuatro repeticiones por tratamiento. Las variables que se evaluaron
fueron incidencia a los 40, 50 y 60 dias después de la inoculacion (ddi) y altura
acumulada a partir de la altura inicial a los 10, 20, 30, 40 y 180 ddi. Los datos de las
variables se sometieron a un analisis de varianza y prueba de comparaciéon de
medias de Tukey con un nivel de confianza del 95% con el paquete estadistico
Statistical Analysis System ver 9.0 (2002). Se calculd el area bajo la curva del
progreso de la enfermedad en brotes y plantas infectados con el método del trapecio
en el programa ABCDPE ver 1.1 (Mora y Acevedo, 2016).

1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1 Deteccién de CEVd por RT-PCR

Las muestras infectadas de ambos indexados resultaron positivas a CEVd con
94 a 100% de sensibilidad en la RT-PCR. Los brotes injertados con callo sano,
plantas injertadas con yema sana y los testigos resultaron negativos. La deteccién
de CEVd en las muestras del indexado in vitro de este estudio concuerdan con los
resultados obtenidos por Hajeri et al. (2011) quienes lograron detectar la presencia
de CEVd en plantulas desarrolladas in vitro inoculadas con protoplastos de callos
infectados. Para evaluar la sensibilidad, especificidad y exactitud en este trabajo, se

consider6é como falsos negativos a muestras que presentaron sintomas de CEVd
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pero que no amplificaron por RT-PCR (Figura 1) lo cual pudo deberse a la presencia
de inhibidores en la reaccibn o al uso de una transcriptasa reversa poco
termoestable, estas deficiencias pueden ser superadas con protocolos mas
sensibles (Guerrero et al., 2013; Papayiannis,2014) que permitan incrementar la
temperatura de sintesis de cDNA del viroide y disminuir la formacién de estructuras
secundarias del ARN de interés. La especificidad y exactitud en los indexados fue
del 97 a 100%, valores que nos indican el estado fitosanitario de las muestras. Los
resultados de la secuenciacion mostraron que los fragmentos obtenidos
correspondian al Citrus exocortis viroid con 99% de similitud y 99% de cobertura
con un tamafio de 310 pb indicando su presencia en las plantas indicadoras.
Probablemente el alto valor de similitud encontrado se deba a que la composiciéon
genética del viroide suele no variar cuando es inoculado en el mismo tipo de
hospedero de donde se aisl6 originalmente y a que los viroides se componen de
haplotipos estrechamente relacionados (Bernard et al., 2009). La deteccién de
viroides en citricos por RT-PCR es una herramienta atil (Saponari et al., 2013;
Papayiannis, 2014) que no representa una desventaja al diagnéstico biolégico ya
que las aportaciones del indexado estadn relacionadas con el estudio de la
interaccién planta patdogeno en un ambiente controlado de desarrollo de la
enfermedad. En infecciones asintomaticas en que no hay evidencia visual de la
infeccion por viroides en el hospedante (Kovalskaya y Hammond, 2014) la deteccion
por RT-PCR puede contribuir a determinar la presencia y constitucién genética de
CEVd y un ensayo de indexado que incluya diferentes hospedantes puede
determinar cuales son potencialmente susceptibles y el grado de dafio que puede

llegar a causar una enfermedad.
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Figura 1. Deteccién de Citrus exocortis viroid por RT-PCR. (A) Carriles 1-7: Indexado in vitro, M:
marcador de 100 pb Invitrogen®, 1: control negativo sin ADN molde, 2: callo sano, 3: callo infectado,
4: brotes no injertados, 5: brotes injertados con callo sano, 6: brotes injertados con callo infectado 7:
control positivo de tejido infectado. (B) Carriles 8-12: Indexado in vivo, 8: control negativo sin ADN
molde, 9: plantas no injertadas, 10: plantas injertadas con yema sana, 11: plantas injertadas con
yema infectada, 12: control positivo de CEVd. El fragmento amplificado corresponde a 371 pb. La
imagen es representativa de un total de 48 muestras analizadas in vitro y 48 muestras in vivo.

1.3.2. Altura, incidencia y ABCP

Se presentaron diferencias altamente significativas (p<0.01) entre
tratamientos, tiempo (ddi) y la interaccion tratamiento* tiempo para las variables
evaluadas en ambos procedimientos de indexado (Cuadro 1). La altura media
acumulada de los tratamientos in vitro fue 35.8 mm en testigo; 32.1 mm en brotes
injertados con callos sanos y 19.3 mm en brotes injertados con callos infectados;
mientras que para indexado en invernadero fueron 156.5 mm para testigo, 162.9
mm para plantas injertadas con yema sin infeccion y 106.7 mm para plantas
injertadas con yemas infectadas. Existieron diferencias significativas en las alturas
de los brotes in vitro en todas las fechas de evaluacion. En las plantas indexadas
en invernadero se encontraron diferencias significativas (p< 0.05) a los 10 dias
después de la inoculacion y altamente significativas a los 180 dias. Se observd
incremento de altura mas o menos constante a través del tiempo en los tratamientos
inoculados con callo o yema sana con respecto al testigo mientras que la altura de
los tratamientos infectados fue 46 % menor (Figura 2A-B). Las diferencias en la

altura de los brotes inoculados y los testigos del indexado in vitro observados en
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este estudio son parecidos a los resultados obtenidos por Cerni et al. (2012) quienes
compararon la altura de brotes de Gynura aurantiaca infectados por CEVd
cultivados in vitro con valores estadisticos de altura mayores en los brotes sanos.
En el indexado in vivo la altura de plantas injertadas con yemas infectadas fue 42%
menor con respecto al testigo, sintoma que se asocia a la infecciéon de CEVd en
plantas de citricos (Kovalskaya y Hammond, 2014). Las diferencias en altura entre
tratamientos parecen estar relacionadas con la expresion diferencial de auxinas y
citoquininas incluyendo la funcion de los meristemos apicales y laterales, los
procesos de inmunidad de las plantas y la respuesta al estrés bibtico o abidtico
(Argueso et al.,, 2010; Naseem y Dandekar, 2012) como el causado por una
infeccion con CEVd. Probablemente el contenido de auxinas promovié la
dominancia apical en los brotes y plantas sanas de éste trabajo resultando en mayor
altura, mientras que altos contenidos de citocininas en plantas y brotes infectados
por CEVd pudieron inhibirla (Laplaze et al., 2007; Shimizu et al., 2009; Naseem y
Dandekar, 2012) debido al impacto de las citoquininas en el flujo, distribucion y

sefializacion de la auxina (Shimizu et al., 2009).

Cuadro 1. Cuadrados medios de la altura e incidencia acumulada en dos
condiciones de indexado.

FV GL In vitro In vivo

Alt. Inc Altura Incidencia Altura Incidencia
Trat 2 2 1197.5** 2.6** 14226.0** 2.0**
Tiempo 3 2 2427.3** 0.07** 706280.8** 0.17**
Trat*tiempo 6 4 132.5** 0.07** 12007.1** 0.17**
Media 29.1 0.27 142.0 0.24
CV (%) 1.9 19.8 9.0 7.6

FV: factor de variacion, GL: grados de libertad, Trat: tratamiento, CV: coeficiente de variacion, **:
altamente significativo (p<0.01).

La incidencia en los brotes cultivados in vitro se incremento a través del tiempo
alcanzando la tasa mas alta 20 ddi por injerto comparado con la curva de progreso

de la enfermedad in vivo (Figura 2C-D) donde se alcanz6 la maxima tasa el dia 60
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después de injertar. El indexado in vitro disminuy6 75% el tiempo requerido para la
aparicion de sintomas tipicos de la enfermedad después de la inoculacion
comparado con los ensayos del indexado in vivo, los cuales requirieron 30 dias mas.
Una evaluacion detallada del tiempo necesario para llevar a cabo un indexado
podria incluir el tiempo de formacion de callos in vitro (3 semanas). En este estudio
solamente se consider¢ la variable ddi como el momento a partir del cual patégeno
y hospedante estan en contacto para la expresion de sintomas. Es cierto que el
indexado in vitro requiere de tiempo para el desarrollo de los callos que serviran
como indculo, pero existe la posibilidad de utilizar otro tipo de tejido como la corteza
de plantas infectadas (Kapari et al., 2008). Ademas, la presencia de CEVd en brotes
y callos cultivados in vitro podria contribuir a desarrollar nuevas lineas de
investigacioén de aspectos relacionados con la patogenicidad de los viroides ya que
el cultivo de callo infectado es facil de conservar y multiplicar y es un tejido util
cuando se requiere homogenizar la muestra. Trabajos futuros que contribuyan a
determinar si callos infectados con CEVd pueden infectar plantas cultivadas en

invernadero serian de utilidad en el indexado tradicional in vivo.

El progreso de la enfermedad se ajusté a un modelo de regresion cuadratica
donde y= -0.0009x2+ 0.0693x — 0.0057, R?= 0.994 con p= 0.05 y ABCP= 10.781
para el indexado in vitro, mientras que para el indexado in vivo fueron y= 0.0004x%+
0.0048x— 0.0061, R?= 0.947 no significativa, y el ABCP= 9.844. El método del area
bajo la curva del progreso de la enfermedad permitié una mejor comparacién de los
ambientes en que se desarroll6 el viroide con respecto al modelo de regresion
cuadratico que resulté no significativo en el indexado in vivo debido a la forma

irregular de los datos con respecto al tiempo.
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Figura 2. Comparacion de medias de altura y curva de incidencia en brotes cultivados in vitro (A, C)
y plantas injertadas in vivo (B, D). Letras distintas en las columnas son estadisticamente diferentes
con Tukey (p= 0.01). T1: brotes injertados con callo infectado, T2: brotes injertados con callo sano,
Ta: brotes no injertados, T3: plantas injertadas con yema infectada, T4: plantas injertadas con yema
sana, Th: plantas no injertadas. La linea y el modelo (C, D) representan el ajuste mediante una
regresion cuadratica.

La incidencia inicial mayor in vitro durante la aparicion de la enfermedad
representd una menor tolerancia al desarrollo de sintoma de CEVd comparado con
la incidencia inicial in vivo. El uso de la misma variedad indicadora en ambos
indexados indica que la concentracién y el tamafio del hospedante entre un
indexado y otro (5-30 cm) pudieron ser los principales factores de influencia en el
desarrollo de la enfermedad. La rapidez con la que aparecen los sintomas in vitro
podria deberse al tiempo que requieren los viroides para replicarse y moverse
dentro de la planta inoculada (Kapari et al., 2008). Posiblemente una mayor
concentracion derivada del tamafio de los brotes (5 cm) con respecto al tamafio de
las plantas (30 cm) favorecié el rapido desarrollo de sintomas in vitro en éste
estudio. Se ha demostrado que las temperaturas (24-40°) a las que se desarrollan
los bioensayos contribuye a incrementar la concentracion del viroide para la
expresién de sintomas de CEVd (Skori¢ et al., 2001; Bernard et al., 2009; Bani et
al., 2015) potenciandose en hospederos mas pequefios. Otro factor implicado en el

proceso de infeccién por viroides es el movimiento a larga distancia dentro del
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floema que permite alcanzar hojas, raices y érganos lejos de los tejidos inicialmente
infectados (Bani et al., 2010). En este trabajo, la distancia de movimiento de CEVd
en plantas con raices del indexado in vivo fue mayor comparada con los brotes
cultivados in vitro retardando el proceso de infeccion y en consecuencia la expresion

de sintomas.
1.3.3. Eficiencia del indexado

Los resultados de este estudio indican que ambos indexados in vitro e in vivo
fueron 99% eficientes (Cuadro 2). Un protocolo de indexado con una cantidad
suficiente de indicadores biolégicos puede considerarse eficiente si al menos un
indicador biolégico expresa sintomas. La cantidad de indicadores biologicos esta
determinada por el tipo de aislamiento, el tipo de infeccion o coinfeccién con otros
patégenos y la capacidad de tener al menos un 99% de eficiencia con una confianza
del 95% (Vidalakis et al., 2004).

Los brotes cultivados in vitro injertados con callo infectado mostraron sintomas
de epinastia, reduccion de crecimiento, hojas de tamafio reducido, rugosas y con
puntas secas (Figura 3) que coinciden con lo reportado por Kapari et al. (2008) en
brotes injertados con corteza infectada de CEVd. No se observaron sintomas en los
brotes injertados con callo sano ni en los brotes testigo. Las plantas injertadas con
yemas infectadas con CEVd presentaron sintomas de epinastia leve a severa, hojas
arrugadas y torcidas hacia el envés con grietas de color café claro a oscuro en
peciolo y ramas, ampollas en peciolo y crecimiento reducido que concuerdan con
reportes de bioensayos de transmision de CEVd en plantas de C. medica Arizona

861-S desarrolladas en invernadero (Bani et al., 2015; Lin et al., 2015a).

Cuadro 2. Sensibilidad, especificidad, exactitud y eficiencia asociados al
diagnostico de CEVd por RT-PCR e indexado.

Diagnostico por RT-PCR In vitro In vivo
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Positivos 15 16

Falsos positivos 0 0
Negativos 16 16
"Falsos negativos 1 0
Sensibilidad 93.8% 100 %
Especificidad 100 % 100 %
Exactitud 96.9% 100 %
Diagnostico por indexado In vitro In vivo

Muestras con sintomas/muestras  16/16 16/16
injertadas

Eficiencia del indexado (©) usando 4 99.8 % 99.8 %

unidades como indicador

Sensibilidad= (muestras positivas/ muestras positivas+ falsos negativos)* 100; Especificidad=
(muestras negativas/ muestras negativas+ falsos positivos)* 100; Exactitud= (muestras negativas +
positivos / negativos + positivos+ falsos negativos+ falsos positivos)* 100; Eficiencia (©)= 1- (1-PL)™;
con probabilidad de Clopper y Pearson PL=0.7935 y n= 4. *Para fines comparativos en éste trabajo
se consider6 como falso negativo la ausencia de amplificacion por RT-PCR en muestras con
sintomas.

El uso del cultivo in vitro en este estudio demostro ser Util para llevar a cabo la
trasmision y desarrollo de sintomas caracteristicos de CEVd con una eficiencia
similar a los procedimientos de indexado in vivo, tal como se reporta en otros
estudios para enfermedades asociadas a viroides en plantas de interés econémico
(El-Dougdoug et al., 2010; Mahfouze et al., 2010; Cerni et al., 2012). La presencia
de sintomas en las muestras puede facilitar el diagnéstico molecular de los viroides
(Camps et al., 2014) porque se distribuyen de manera heterogénea en los tejidos
de las plantas (Bani et al., 2015; Lin et al., 2015b) y es dificil determinar si el tejido
muestreado corresponde al tejido infectado a menos que la expresion de sintomas

sirva como indicador.
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Figura 3. Sintomas asociados a Citrus exocortis viroid (CEVd). Brotes de Citrus medica inoculados
in vitro (A epinastia y B: puntas secas) y plantas cultivadas in vivo (D: epinastia y E: grietas en el
enveés). Brotes (C: sin sintomas) y plantas (F: sin sintomas) testigo.

La evaluacién de la eficiencia en los métodos de indexado puede proveer de
herramientas para personalizar los procesos a las necesidades especificas. Las
condiciones, asi como el numero de indicadores usados en el diagndéstico puede
ajustarse con base en la probabilidad de expresion de sintomas para minimizar el
costo general del diagndstico (Vidalakis et al., 2004). Las condiciones in vitro abren
una posibilidad de mejora a la dinamica actual del indexado aplicable en los
programas de certificacion de material propagativo de citricos para discriminar el
material infectado por CEVd de forma rapida. La prevencién de enfermedades
viroidales en bancos de germoplasma se realiza a través del diagndstico conjunto
de indexado y pruebas de RT-PCR. EI cumplimiento de los programas de
certificaciéon establecidos por la Organizacion Europea y Mediterranea de
Proteccién de Plantas (EPPO) y la Organizacion de Proteccion de Plantas en
América del Norte (NAPPO) han resultado en un control efectivo de enfermedades
causadas por viroides (Barba et al., 2003; Gergerich et al., 2015). El procedimiento
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de indexado in vitro desarrollado en este estudio se suma a los esfuerzos de los
programas de cuarentena y certificacion de germoplasma con métodos alternativos
al diagnostico tradicional que minimicen los riesgos de epidemias causadas por

viroides.

1.4 CONCLUSIONES

El indexado in vitro de CEVd tiene la misma eficiencia que un diagndstico in
vivo y requiere de 20 a 40 dias menos para alcanzar la maxima incidencia después
de la inoculacién. El cultivo de callos durante 3 semanas previo a la inoculaciéon
requiere ser sustituido por otro tipo de tejido no cultivado para reducir el tiempo total
del indexado in vitro. El indexado in vitro para detecciéon y diagnéstico de CEVd
ofrece la posibilidad de sustituir al método tradicional in vivo en los procedimientos

de certificacion de citricos para la formacion de Bancos de Germoplasma.
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CAPITULO Il. DETECCION E INDICENCIA DE CAULOBACTER SEGNIS EN
BROTES DE CITRICOS INFECTADOS POR CEVd

RESUMEN

Caulobacter segnis es una bacteria aislada de suelo que sobrevive en la rizésfera
de citricos y se utiliza para la produccién antibiéticos. La presencia y la distribucion
de endofitos en la planta contribuyen a establecer el posible mecanismo de
interaccion con los fitopatégenos como los viroides. El objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de C. segnis en follaje de citricos sanos y enfermos por el
viroide CEVd aislamiento E811 con un analisis de perfil fenotipico y estudio del gen
16S rDNA. La presencia de C. segnis en brotes sanos y enfermos conservados in
vitro fue de 100 y 85.7 % respectivamente. La bacteria sobrevive en follaje de
citricos con mayor frecuencia en plantas sanas. Estudios futuros con metagenémica
funcional pueden integrar informacion acerca de la asociacion bacteria endofita con

los viroides en el mismo nicho.

Palabras clave: enddfito, fitbpatogeno, follaje, toronja, in vitro
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ABSTRACT

Caulobacter segnis is a bacterium isolated of soil that survives in the citrus
rhizosphere and is used for antibiotic production. Presence and distribution of
endophytes in the plant contribute to establish the possible mechanism of interaction
with phytopathogens such as viroids. The objective of this study was to determine
the presence of C. segnis in foliage of healthy and diseased with citrus viroid CEVd
E811 isolation with a phenotypic profile analysis and study of the 16S rDNA gene.
The presence of C. segnis in healthy and diseased shoots in vitro was 100 and
85.7%, respectively. The bacteria survive on citrus foliage more frequently in healthy
plants. Future studies with functional metagenomics can integrate information about

the association of endophyte bacteria with viroids in the same niche.

Key words: Endophyte, phytopathogen, foliage, grapefruit, in vitro
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2.1 INTRODUCCION

La interaccion de las bacterias endoéfitas con los patégenos como
colonizadores del mismo nicho ecologico se da a través de la produccion de
metabolitos secundarios envueltos en mecanismos de sefalizacion, defensa y
regulacion genética relacionada con la simbiosis (Ardanov et al., 2011; Hardoim et
al., 2015; Marchetti et al., 2010; Taghavi et al., 2010). Caulobacter segnis es una a-
proteobacteria gram negativa que se reproduce por fision binaria, produce células
con un solo flagelo polar sin prosteca y se caracteriza por tener la habilidad
enzimatica para producir 7-amino-3 metilcefem usado en la produccién de
antibioticos (Patel et al., 2015; Takahashi, 1973; Urakami, 1990). La bacteria se ha
detectado en la rizosfera de citricos sanos y enfermos por otras bacterias
fitopatdégenas (Trivedi et al, 2010; Trivedi et al., 2012) con mayor abundancia en
muestras sanas. Por otro lado, el Viroide exocortis de los citricos (CEVd) es uno de
los patégenos mas importantes que afecta a los citricos porque interactia
directamente con los componentes del hospedero para su replicacion,
procesamiento, transporte y patogenicidad causando sintomas severos de
descortezado de la madera, achaparramiento, epinastia de hojas y necrosis (Bernad
et al.,, 2009). La infeccién por patdgenos en las plantas puede impactar a los
microorganismos endéfitos y cambiar la estructura de la comunidad microbiana de
la rizosfera de las plantas, dicho impacto puede mediarse por mecanismos como la
diafonia, la produccién de metabolitos, la competencia por nutrientes y espacio o
los cambios en el entorno del nicho (Marquez et al., 2007; Trivedi et al., 2010).
Estudios acerca de la descripcion de la diversidad microbiana y su variacion en la
planta son necesarios para proveernos de informacion acerca del comportamiento
simultaneo de las comunidades bacterianas presentes en el mismo nicho ecoldgico
de los viroides donde las asociaciones mutualisticas podrian antagonizar
patogenos, proteger su sobrevivencia o contribuir a la multiplicacion dentro de la
planta (Ardanov et al., 2011; Marquez et al., 2007). El objetivo de este estudio fue

determinar la presencia de la bacteria C. segnis en el follaje de plantas sanas o
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infectadas por CEVd para contribuir a establecer las posibles rutas de interaccion

simbidtica de los enddfitos con plantas infectadas por viroides.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Brotes de Cidra etrog (Citrus medica) de plantas sanas sin historial de infeccion
por CEVd fueron cultivadas en invernadero y se colectaron en otoiio 2014 para ser
cultivados in vitro. Los brotes se desinfectaron superficialmente con cloro al 0.5%
durante 1 minuto, etanol al 70% durante 50 segundos y tres enjuagues con agua
destilada estéril, posteriormente los brotes fueron sumergidos durante 1 minuto en
una solucién de estreptomicina (200 mg |) para purificar el tejido de colonias
bacterianas. Los brotes se cultivaron in vitro en medio Murashige and Skoog
(Sigma®) y se inocularon con tejido infectado por el Viroide exocortis de los citricos
aislamiento E811 a los 10 dias. La inoculacion se realizd por microinjerto con tejido
infectado por CEVd de plantas cultivadas en invernadero de acuerdo a la
metodologia de Kapari et al. (2008). Se inocularon 21 brotes y 21 fueron testigos.
La presencia del viroide CEVd en los brotes in6culados con el aislamiento E811 se
confirmé por RT-PCR a los 50 dias. RNA extraido con el Kit RNeasy Plant Mini de
Qiagent se uso para la sintesis de cDNA la cual se llevé a cabo con la enzima Super
Scrip™ Il Reversa Transcriptasa (Invitrogen Corp.) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La PCR se llevo a cabo de acuerdo a las condiciones de amplificacion
de Bernad et al. (2009) con sondas CEVd1 5-CCC TGA AGG ACT TCT TCC CC-
3"y CEVd2 5-ATC CCC GGG GAA ACC TGG AGG AA -3’ que amplifican un
fragmento de 371 pb (Yang et al., 1992).

Una bacteria que se caracterizd por presentar colonias blancas, mucoides
redondas, gram negativas con células fusiformes sin prosteca se aislo
consistentemente de trozos de tejido de brotes sanos y enfermos en medio R2A a
30°C durante 48 horas (Figura X).
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s 3 s
Figura 4. A. Aislamiento bacteriano de C. segnis y B. forma de la bacteria aislada a 40X

El estudio del perfil fenotipico de la bacteria se llevé a cabo con el sistema de
identificacion mmicrobiana de Bilog Inc. La identidad de la bacteria y la incidencia
se confirmd con un analisis de la secuencia 16S rDNA con los primer’'s universales
F8F y 1649R el cual genera un fragmento de 1500 pb (Eden et al., 1991). ADN de
la bacteria se extrajé con el Kit SVDNA Wizard Genomic DNA purification (Promega
Corp.). El PCR fue llevado a cabo en un volumen de 25 pl de reaccion. La mezcla
de reaccion contenia 5 pl de ADN (20 ng pl), 10 pmol I'* de cada primer, 0.2 umol I
1 de dNTPs, 0.75 mmol I de MgClz, 2.5 Unidades de Tag DNA polymerase en 10
mmol I'* Tris-HCI (pH 8.3) y 10 mmol I'* KCI. El protocolo de amplificacién consistié
en un paso inicial de 94°C por 5 minutos, seguido de 34 ciclos de amplificacién de
94°C por 30 segundos, 54°C por 50 segundos y 72°C por 30 segundos con una
extension final de 72°C por 5 minutos. Los productos de la amplificacion fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa al 1.8% vy tefiidos con bromuro de
etidio para ser visualizados en luz ultravioleta. Los fragmentos obtenidos de la PCR
se secuenciaron en un secuenciador Genetic Analyzer 3100 de Applied Biosystem
Corp. Las secuencias se editaron con el programa BioEdit v7.0.5 (Hall, 1999), se
obtuvo una secuencia consenso con el programa Seaview v.4.5.4 y se comparé con
secuencias del género Caulobacter depositadas en el National Center Biological
Information y en el Ribosomal Database Project a través de la opcion Blast 2.2.19.
El arbol filogenético se determin6 con el maximum likelihood en el programa MEGA
5 comparando 9 especies del género Caulobacter y una secuencia externa del

grupo Sphingomonas leydi.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

El perfil fenotipico de la bacteria present6 capacidad de Hidrdlisis de Gelatina,
asimilacion positiva a N-acetil-D-glucosamina, a-D-glucosa, D-galactosa, D-fucose,
L-rhamnosa, sucrosa y acido L-lactico, pero no asimil6 myo- inositol, lactato, D-
manitol, D-maltosa, D-sorbitol, L-fucosa, L-histidina, &cido acetoacetico, acido D-
malico, L-histidina, estas caracteristicas son similares a las reportadas con
anterioridad para la bacteria C. segnis (Long et al., 2013; Urakami et al., 1990;). La
deteccién del CEVd indicé que brotes sanos resultaron negativos y los brotes
in6culados con el aislamiento E811 del viroide fueron positivos. Las secuencia del
gen 16S DNA ribosomal de los fragmentos amplificados (CNRF1213) presentaron
un 99% de similaridad con Caulobacter segnis confirmando asi la presencia de la
especie en brotes de citricos como un nuevo habitat de sobrevivencia (Gruwell et
al., 2014; Lapteva et al., 2007; Trivedi et al., 2012).

El arbol fildgenetico nos muestra que las secuencias analizadas (CNRF.1213)
estan cercanamente emparentadas con el género Caulobacter segnis y vibroides,
de los cuales el perfil fenotipico mencionado anteriormente indica una mayor

cercania a C. segnis.
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CNRF.121311.Contig0.
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AB023427.Caulobacter.segnis. MBIC2835.165
AF125194.Caulobacter.crescentus(Caulobacter.vibrioides). 16S
AJ009957. Caulobacter vibrioides.strainCB51. (NeotypeVKM-B1496).16S

L AJ227758.Caulobacter. henricil. 16S.ATCC15253

L AB271055.Caulobacter.ginsengisoll. L6S

AJ227774.Caulobacter.mirabilis. 165.FWC38T

— KF360052. Caulobacterprofundus. DS48-5-2.165

JX861096.Caulobacter. daechungensis. H-E3-2.16S

AJ227759.Caulobacter.fusiformis. 16S.ATCCL5257(T)
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—— AJ227782 Brewndimonas. bacteroides. 16S.CB7

L AJ227783 Brewndimonas. variabilis. 16S.ATCC15255

AJ227812.Sphingomanas. leidyi. 16S.ATCC15260

|  ABO0BBAS. Maricauls. maris. 165

| AJ227802 Maricalis. maris. DNA. 163 ATCC15268

002

Figura 5. Arbol filogenético de secuencias obtenidas para deteccion de Caulobacter segnis.

La bacteria se detect6 en el 100% de los brotes de plantas sanas y en un
85.7% de las muestras in6culadas con el viroide CEVd. La abundancia de la bacteria
podria ser cuantificada por PCR en tiempo real con el propésito de observar si existe
una correlacién entre el tipo de muestra analizado. Por otro lado, estudios de
metagendmica funcional también podrian ayudar a determinar el efecto de la
incidencia de la enfermedad sobre la diversidad funcional de la bacteria (Trivedi et
al., 2012).
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2.4 CONCLUSIONES

El tejido foliar de citricos es un habitat para la sobrevivencia de Caulobacter
segnis. La bacteria C. segnis se asocié méas a tejido foliar de citricos sanos que
enfermos con el viroide. Estudios futuros acerca de cuales endéfitos y como se
relacionan con el Viroide exocortis de los citricos seran de importancia en el
conocimiento de la interaccidon multiple planta-viroides-endofitos para determinar si
existe algun tipo de asociacion mutualista antagonica, de proteccion o multiplicacion

dentro de la planta.
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RESUMEN

La transformacion genética in vitro de naranja dulce pineapple requiere de un
protocolo eficiente de organogenésis para la multiplicacion y el desarrollo de nuevos
brotes, por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar la propagacion in vitro de
Citrus sinensis pineapple utilizando como explante segmentos de epicatilo, apices
y cotiledones con un segmento de epicétilo cultivados en medio MS (Murashige and
Skoog) suplementado con diferentes combinaciones de 6-bencilaminopurina (BAP:
1, 1.5y 2 mg L?) y &cido indolbutirico (IBA: 0.5 mg L™?). El enraizamiento de los
brotes se llevo a cabo en medio MS suplementado con acido indolacético (AlA: 1.0
mg L) o IBA (1.0 mg L'1). La mejor respuesta de brotacion se obtuvo en segmentos
de epicotilo con los cotiledones adheridos con 6.8 brotes por explante, seguido por
epicotilos sin cotiledon. EI mayor porcentaje de brotacién (100%) se obtuvo en
explantes cultivados con 1.0 mg L' de BAP y 0.5 mg L* IBA y la mejor respuesta al
enraizamiento (93%) se obtuvo con 1.0 mg L de AIA. Los resultados demuestran
que la organogenésis in vitro de C. sinensis pineapple para su uso en los programas
de transformacion genética dependen de la interaccién del medio de cultivo y el tipo

de explante.

Palabras clave: organogenésis, cotiledon, epicétilo, explante, micropropagacion
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SUMMARY

The in vitro genetic transformation of Pineapple sweet orange requires an efficient
organogenesis protocol for the multiplication and development of new shoots, so the
objective of this work is to evaluate the in vitro propagation of Citrus sinensis
Pineapple using epicotyl segments attached to cotyledons, epicotyl segments and
apices cultured in MS medium (Murashige and Skoog) supplemented with different
combinations of 6-benzyl aminopurine (BAP: 1, 1.5 and 2 mg L?) and indole-3-
butyric acid (IBA: 0.5 mg L1). The rooting of shoots was made in MS medium
supplemented with indol-3-acetic acid (AIA: 1.0 mg L) or IBA (1.0 mg L1). The best
response of sprouting was obtained from epicotyl segments attached to cotyledons
with 6.8 shoots per explant, followed by epicotyls without cotyledons. The highest
percentage of sprouting (100%) was obtained in explants cultivated with 1.0 mg Lt
of BAP and 0.5 mg L IBA and the best response of rooting (93%) was obtained with
1.0 mg L* of AIA. The results demonstrate that the in vitro organogenesis of C.
sinensis Pineapple to use in genetic transformation programs depends on the

interaction of the culture medium and the type of explant.

key words: organogenesis, cotyledon, epicotyl, explant, micropropagation, shoot.
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3.1 INTRODUCCION

La produccion de naranja dulce (Citrus sinensis) es una actividad de alto valor
nutricional y econdémico en el mundo. Para garantizar el comercio de este cultivo es
necesario satisfacer la creciente demanda mediante el desarrollo de nuevos
cultivares altamente productivos. Las estrategias de mejoramiento convencional
tienen como obstaculo el largo periodo juvenil, la heterozigosis, la poliembrionia y el
tamafio del &rbol por lo que se ha recurrido a técnicas biotecnolégicas como la
variacion somaclonal, la mutagenésis y la transformacion genética las cuéles con
frecuencia necesitan de un sistema eficiente de organogenésis in vitro para reducir
la baja frecuencia de regeneracion de plantas transformadas (Navarro et al., 2016;
Zhang et al., 2017; Sendin et al., 2017).

La respuesta a la organogénesis in vitro de C. sinensis depende de varios
factores como la variedad, la composicion del medio de cultivo y el tipo de explante
(Tallon et al., 2012; Pandey and Tamta, 2016; Hassan and Zayed, 2018). Los
explantes con mayor utilidad en la multiplicacion in vitro de citricos son los epicétilos,
hipocétilos y segmentos internodales de plantas adultas (Soriano et al., 2012;
Navarro et al., 2016; Chiancone et al.,, 2017) por el alto numero de brotes
producidos. El uso de epicétilos de Citrus sinensis cultivados in vitro provenientes
de la germinacion de semillas es comun en los programas de mejoramiento por
métodos de transformacion (Cervera et al., 2008; Reyes et al., 2016; Sendin et al.,
2017) debido a la rapidez y facilidad con que se pueden obtener. Sin embargo,
algunos genotipos de citricos muestran una baja eficiencia de regeneracién con un
porcentaje de yemas adventicias desarrolladas in vitro que van del 60% para C.
sinensis Pera y del 45 al 60% para C. limonia (Tavano et al., 2009). Estas
dificultades fomentan el estudio de otros tipos de explantes. Los segmentos de
hipocdtilo unidos a un fragmento de cotiledén se describieron como un explante
eficaz para mejorar la organogénesis in vitro de los citricos (Tavano et al., 2009,
Soriano et al.,, 2012). Durante el uso de este explante alternativo en la
organogénesis in vitro de C. aurantium y C. volkameriana, Tavano et al., (2009)
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detectaron una respuesta incrementada de 42% a 77% y de 59 a 75%

respectivamente.

Los reguladores del crecimiento de las plantas son aditivos esenciales para
los medios de cultivo de tejidos. Sirven para dirigir todos los aspectos del desarrollo
de la planta y se utilizan para establecer el explante, mantener el crecimiento o influir
en la organogénesis. Las auxinas y las citoquininas son los principales reguladores
del crecimiento de las plantas en el cultivo de citricos, que, a través de interacciones
complejas, se sabe que funcionan de forma sinérgica y antagonista. Los efectos de
la citoquinina en la dominancia apical son antagoénicos a los de la auxina. La
citoquinina inducida por decapitacion del apice del tallo estimula el desarrollo de
brotes, mientras que la auxina derivada de un &pice de un brote intacto suprime el
desarrollo de brotes axilares, y la aplicacion directa de citoquininas a yemas axilares
promueve la brotacién axilar, incluso en plantas intactas (Jain y Nakhooda, 2017,
Shimizu et al., 2009).

Los protocolos de multiplicacion in vitro de citricos se basan en medios de
cultivo suplementados con BAP, kinetina o acido giberelico, principalmente, los
cuales pueden ser combinados con IBA para regular el nivel enddégeno de
reguladores de crecimiento. C. sinensis Valencia y Halim han mostrado una alta
respuesta de brotacién con 1.0 mg L BAP y para C. sinensis Natal con 1.0-1.5 mg
Lt BAP (Almeida et al.,, 2002, Schinor et al., 2011). El medio de cultivo
suplementado con citoquininas especialmente BAP mejora la eficiencia del proceso
organogenetico dependiendo de la concentracién, cultivar y tipo de explante (Tallén
et al., 2012; Pandey and Tamta, 2016; Jain and Nakhooda, 2017). De acuerdo con
lo anterior, el objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un sistema eficiente de
organogénesis de brotes de naranja dulce Pineapple usando como explantes
segmentos de epicétilo con los cotiledones adheridos, epicotilos sin cotiledones y
apices cultivados en medio MS suplementado con BAP e IBA como una contribucion

de aplicacion en investigaciones de mejoramiento genético.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material vegetal y preparacion del explante

Semillas de C. sinensis pineapple extraidas de frutos frescos se sumergieron
en una solucién con 40 gr L de cal agricola durante 5 minutos para eliminar los
restos de vesiculas 0 zumo y se enjuagaron con agua corriente, posteriormente la
semilla se desinfectd por inmersion en 2% de hipoclorito de sodio comercial durante
10 minutos, se enjuago con agua destilada y se dio un tratamiento térmico en agua
destilada a 52°C durante 10 minutos. Posteriormente la semilla se pelo eliminando
los dos tegumentos y se cultivaron en tubos de ensayo (40 mm x150 mm) con 25
ml de medio MS (Murashige and Skoog, 1962) estéril suplementado con 30 g L de
sacarosa solidificado con 3 g L de phytagel® Sigma. Las semillas se mantuvieron
en condiciones de oscuridad a una temperatura promedio de 25°C + 2°C por 3
semanas, seguido por una semana con un fotoperiodo de 16 horas de luz. Después
de este periodo las plantulas enverdecidas de C. sinensis se disectaron para
obtener como explantes: cotiledones con un fragmento de epicétilo de 1 cm sin raiz,

segmentos de epicotilo y apices de 1 cm de longitud.
3.2.2 Induccion de brotes adventicios

Los explantes se cultivaron en medio MS solidificado con 3 g L' de phytagel®
Sigma, suplementado con 30 g L' de sacarosa y con tres diferentes
concentraciones de BAP: 0,1, 1.5y 2.0 mg L* en combinacién o ausencia de IBA:
0, 0.5 mg L. Los explantes se cultivaron en frascos de vidrio 8 cm de didmetro por

12 de alto a temperatura de 24°C * 2°C con fotoperiodo de 14 horas de luz.
3.2.3 Enraizamiento de los brotes adventicios

Brotes obtenidos mediante organogenésis se cultivaron en medio MS sélido con
dos tratamientos: 1.0 mg L &cido indol acético (AlA) y 1.0 mg L* de IBA y un control
sin citoquininas. El cultivo se establecio en frascos de 8*12 cm con 60 ml de medio,

en un disefio completamente al azar con 3 repeticiones y 25 explantes por

58



repeticiony se evalud la cantidad de explantes con raiz a los 30 dias después del
establecimiento. Los brotes enraizados fueron aclimatizados en invernadero en un

sustrato que contenia peat moss, corteza y arena en proporcion 1:1:1.
3.2.4 Disefio experimental y andlisis estadistico

El ensayo se establecié en un disefio factorial de 6x3 con seis tratamientos,
tres tipos de explante y tres repeticiones con 25 explantes por repeticion. Se evalué
la cantidad de brotes por explante con 0.5 cm de altura o mas y el porcentaje de
brotacion. Los datos de las variables se sometieron a un analisis de significancia y
prueba de comparacion de medias de Tuckey con un nivel de confianza del 99%

con el paquete estadistico Statistical Analysis System (1999).

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Brotacion

Las diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento, tipo de
explante y la interaccion entre ambos presentaron diferencias estadisticas
significativas, indicando que la brotacién in vitro de C. sinensis pineapple depende
de dichos factores tal como se ha reportado anteriormente en otros cultivares de
citricos (Chiancone et al., 2017; Tallon et al., 2012; Marques et al., 2011). No se
encontraron diferencias significativas en las variables evaluadas al adicionar BAP
en combinacién con IBA como suplementos en el medio de cultivo, comparado con
aquellos tratamientos que solo contenian BAP (Cuadro 3). El mayor porcentaje de
brotacion (83%) se obtuvo con 1 mg L de BAP (Cuadro 2) similar a lo reportado en
C. sinensis Musambi y Halim con 75% de brotacién, 84% en C. sinensis valencia y
86% en naranja dulce C. sinensis Malta (Almeida et al., 2002; Mukhtar et al., 2005;
Pandey y Tamta 2016) cultivados in vitro en medios suplementados con BAP,

mientras que otros cultivares como C. sinensis natal tienen una brotacion de 64%
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(Schinor et al., 2011) indicando que la respuesta de brotacion puede ser diferente

entre cultivares.

Cuadro 3. Analisis de varianza del efecto del tipo de explante y las concentraciones
de BAP e IBA sobre el desarrollo de brotes de C. sinensis Pineapple.

Factor GL (NUm Buds) P-value (%) Buds P-value
Exp 2 108.04 0.0001 22981.68 0.0001**
BAP 3 4.75 0.0001 1415.16 0.0001**
IBA 1 1.06 0.0312 1065.68 0.0119Ns
Exp*BAP 6 1.59 0.0001 1335.61 0.0001**
Exp*IBA 2 2.93 0.0001 6391.01 0.0001**
BAP*IBA 3 0.50 0.5083 407.94 0.0614Ns
Exp*BAP*IBA 6 8.30 0.0001 1096.35 0.0001**
Error 46 9.82 155.23

P values menores de 0.01 son significativos

La respuesta de brotacion de acuerdo con el tipo de explante (Cuadro 4) indica
que los segmentos de epicétilo con cotiledones adheridos presentan el mayor
porcentaje de brotacién (96%) en presencia de citoquininas en el medio de cultivo
seguido por epicaétilos sin cotiledon (60%), mientras que los apices mostraron el
porcentaje mas bajo de brotacion (34%). En éste estudio la respuesta obtenida al
usar como explantes epicétilos (Figura 1) con o sin cotiledones es parecida a lo
reportado en estudios anteriores que muestran un porcentaje de brotaciéon de 60-
80% en epicatilos de citricos provenientes de semillas germinadas in vitro cuando
se adicionan citoquininas al medio de cultivo comparado con otro tipo de explantes
como las hojas de plantulas germinadas in vitro cuya respuesta de brotacion es de
60-69% 0 12% de brotacion en segmentos internodales provenientes de plantas
juveniles cultivadas en invernadero (Schinor et al., 2011, Silva et al., 2010; Khan et
al., 2009). Las diferencias en el porcentaje de brotacion en los diferentes tipos de
explantes utilizados en este estudio parecen estar relacionadas con la expresion
diferencial de auxinas y citoquininas enddgenas incluyendo la funcion de los

meristemos apicales (Shimizu et al., 2009; Argueso et al.,, 2010; Naseem vy
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Dandekar, 2012). Probablemente la dominancia apical y el contenido de auxinas
redujo la organogenésis en los apices usados como explantes, mientras que la
decapitacion de los epicotilos con o sin cotiledones y el contenido endégeno de

citocininas pudieron promover la brotacion.

Por otro lado, el uso de cotiledones como parte del explante se ha evaluado
en diversas variedades citricas con resultados que van desde la ausencia de efecto
sobre la formacion de brotes hasta un incremento en la organogenésis de 42 a 77%
en C. volkameriana y de 51 a 67% en C. limonia al usar hipocotilos adheridos a un
fragmento de cotiledon (Tavano et al., 2009) mientras que en C. limonia Rangpur
no se observan diferencias en el numero de brotes al usar explantes con o sin
cotiledones (Soriano et al., 2012). Al respecto, se ha demostrado que la regién del
cambium es el lugar donde se desarrollan nuevos brotes mediante organogenésis
directa en citricos (Rose and Young, 2017; Almeida et al., 2006) lo que indica que
los epicotilos usados como explantes en éste estudio son los responsables de la
respuesta de brotacion (96%) y que probablemente el contenido de reservas en los
cotiledones adheridos al hipocotilo contribuyeron a la elongacion de los brotes
facilitando su evaluacion ya que solamente se contabilizaron aquellos brotes que
median 0.5 cm o0 mas de altura. De acuerdo con reportes anteriores, el nimero de
brotes obtenidos por explante mediante organogénesis directa en Citrus sinensis es
de 1.0a 4.2 (Khan et al., 2009; Schinor et al., 2011; Tallén et al., 2012;) dependiendo
de la variedad, tipo y concentracion de regulador de crecimiento (Silva et al., 2010;
Marques et al., 2011; Lahoty et al., 2013; Pandey Tamta et al., 2016) lo cual
concuerda con los resultados de este estudio.

La inducciéon de la organogénesis comunmente requiere de una auxina o
citoquinina especifica o la combinacidon de ambas, pero la forma en como las
hormonas interactiian en el desarrollo de los citricos es el principal problema en la
micropropagacion (Rose and Song., 2017). El uso de BAP ha sido considerado
como como una de las mejores alternativas para inducir la organogenésis directa in
vitro de los citricos (Mukhtar et al., 2005; Chiancone et al., 2017; Germana et al.,
2011). De acuerdo con Pandey y Tamta et al., (2016); Khan et al., (2009) la
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combinacion de BAP con otros reguladores de crecimiento como GA, ANA o kinetina
en concentraciones de 0.5-1 mg L puede incrementar el nimero de brotes por
explante. En este estudio se observo que la mejor concentracién para inducir el
mayor numero de brotes (6.88-5.08) fue 1.0 mg L' de BAP con o sin IBA
observandose este resultado en los segmentos de epicétilo con cotiledones
adheridos (Cuadro 2), mientras que los epicétilos respondieron mejor a altas
concentraciones de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo con una
maxima respuesta de 2.02 brotes por explante cuando se adicionaron 2.0 mg L de
BAP mas 0.5 mg L de IBA. Un efecto similar en epicétilos cultivados in vitro fue
reportado por Schinor et al., (2011) quienes al evaluar el nUumero de brotes en
explantes de C. sinensis Natal expuestos a diferentes concentraciones de BAP
encontraron una media maxima de 3.2 brotes por explante a una concentracion de
2.0 mg L, a diferencia de lo reportado por Almeida et al., (2002) quienes tuvieron
mejores resultados a una concentracion de 1.0 mg L' de BAP en tres cultivares de
C. sinensis con 1.6, 1.8 y 2.4 brotes por explante en epicétilos de cultivar Natal,

Valencia y Halim respectivamente.

El nimero maximo de brotes por explante en los &pices fue 1.58 con el
tratamiento de 1.0 mg L* de BAP, menor a lo obtenido cuando se usaron cotiledones
y epicétilos como explantes. Por otro lado, las altas concentraciones de citocininas
y auxinas en el medio de disminuyeron el nimero de brotes obtenido en los apices.
Las diferencias encontradas en este estudio en el numero de brotes obtenido por
explante con cada tratamiento indican que la composicion del medio de cultivo y el
nivel endégeno de auxinas y citoquininas en el explante contribuyen a determinar
los niveles de adicién exdgena de reguladores de crecimiento para el desarrollo de

un protocolo éptimo de micropropagacion.

De acuerdo con Navarro et al., (2016), Khan et al., (2009) y Jain and Nakhooda
et al., (2017) las diferencias encontradas en este estudio en el porcentaje y nimero
de brotes obtenido por explante con cada tratamiento pudo deberse a la distribucion
desigual del nivel endégeno de hormonas o metabolitos a lo largo del material

vegetal usado como éxplante y a que la interaccion entre los reguladores de
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crecimiento depende del 6rgano, y de la region (basal, media o apical) de donde
proviene el explante. Esto indica que el tipo de explante y el nivel endégeno de
auxinas y citoquininas en el explante contribuirAan a determinar los niveles
adecuados de reguladores de crecimiento para el desarrollo de un protocolo 6ptimo
de micropropagacion para C. sinensis pineapple.

Cuadro 4. Efecto de 6-bencilaminopurina (BA) y acido indolbutirico (IBA) en la
formacion de brotes el explantes de Citrus sinensis Pineapple.

Treatments Number of shoots per explant Sprouting (%)
BAP IBA  Epi-cot Apex Epicotyl Epi-cot Apex Epicotyl
0 0 3.28 ¢ 0.04cd 0.96 ab 100a 4cd 57 ab
1.0 0 5.08ab 1.58a 1.35ab 93ab 93a 64 ab
15 0 3.60bc 0.57bc 1.27ab 81b 48 b 55 ab
2.0 0 448bc  0.75b 0.70 b 9% ab 48D 35b
0 0.5 3.50bc 0.27bcd 0.89 ab 100a 1d 57 ab
1.0 0.5 6.88 a 0.02d 1.57 ab 100a 3cd 85a
15 0.5 501bc 0.17cd 1.86ab 96 ab 17 cd 79 a
2.0 0.5 409bc 0.29bcd 2.02a 100a 25Dbc 8la
Media 4.49 a 0.46 b 1.33c 96 a 34c 60 b

Las columnas representan una comparacion de medias de nimero de brotes y porcentaje de
brotacion en explantes de C. sinensis pineapple con diferentes tratamientos. La Ultima fila representa
las medias por tipo de explante analizado. Medias con letras iguales no son estadisticamente
diferentes con Tukey (p= 0.01). Cot-epi: cotiledones unidos a un segmento de epicétilo

Las columnas representan una comparacion de medias de numero de brotes
y porcentaje de brotacion en explantes de C. sinensis pineapple con diferentes
tratamientos. La dltima fila representa las medias por tipo de explante analizado.
Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes con Tukey (p= 0.01).

Cot-epi: cotiledones unidos a un segmento de epicotilo.

3.3.2 Enraizamiento
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El enraizamiento de citricos obtenidos mediante organogenésis in vitro
generalmente es inducida en presencia de citocininas como el AlA e IBA (Tallon et
al., 2012; Jain and Nakhooda 2017). En este estudio el mejor porcentaje de
enraizamiento fue obtenido cuando se adiciono AIA al medio de cultivo (93%), el
cual fue superior a lo obtenido cuando se adicioné IBA (33%) y a la adicion de ambos
reguladores (Cuadro 5). Por su parte, Almeida et al., (2002) encontré 75%, 56% y
54% de enraizamiento en C. sinensis Natal, Halim y Valencia al utilizar 1.0 mg L™
de IBA, comparado con el bajo porcentaje obtenido en este estudio (33%)
probablemente debido a que existe una preferencia por determinada auxina de
acuerdo al cultivar tal como se ha reportado anteriormente (Almeida et al., 2002;
Khan et al., 2009; Tallon et al.,, 2012). La presencia de AIA para inducir el
enraizamiento se ha evaluado en C. aurantifolia, C. macrophylla y C. reshi con
porcentajes de 13 a 56%, mientras que la interaccién de AlA con IBA puede alcanzar
un 80% de enraizamiento (Al-Kahyri and Al-Bahrany 2001; Tallon et al., 2012), en
éste caso C. sinensis pineapple respondié mejor a medios de cultivo adicionados
con solamente con AIA sin la necesidad adicionar otro tipo de auxina para obtener

enraizamiento en explantes obtenidos a partir de semillas germinadas in vitro.

Cuadro 5. Efecto de acido indolacetico (IAA) y acido indolbutirico (IBA) en el
porcentaje de enraizamiento en brotes de Citrus sinensis pineapple.

Tratamiento % Enraizamiento
AIA (Img L) 93.3a
IBA (1 mgL) 33.3c

AIA (1 mgL) + IBA (0.5mg L) 746 Db
Control 6.7d

Las columnas representan una comparacion de medias en explantes de C. sinensis pineapple con
diferentes tratamientos. Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes con Tukey (p=
0.01).

3.3.3 Aclimatizacion
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Las plantas enraizadas fueron trasplantadas en contenedores de plastico con
una mezcla de corteza de pino, arena y peat moss en cantidades similares (Figura
6). Las plantas se mantuvieron a 24°c con humedad del 60-80% y un fotoperiodo
de 8-12 horas.

Figura 6. In vitro propagation and acclimatization of sweet orange Pineapple (A) Explants, (B)
Sprouts, (C) Rooting, (D) Acclimatization.

3.4 CONCLUSIONES

La organogénesis in vitro de brotes de C. sinensis pineapple fue afectada por
la concentracion y tipo de regulador de crecimiento, asi como el tipo de explante. La
mejor respuesta a la organogénesis de C. sinensis pineapple se obtuvo usando
como explantes cotiledones con un segmento de epicétilo en medio de cultivo MS
suplementado con 1 mg L* de BAP con o sin IBA. La mejor respuesta a la formacioén
de raices in vitro se obtuvo en MS suplementado con 1 mg Lt de AIA. Los resultados
de este trabajo contribuiran en los sistemas de transformacion genética como un

protocolo para la regeneracion de C. sinensis pineapple in vitro.
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