La exocortis de los citricos y su diag-
nostico en el Centro de Saneamiento
de Citrus de la Estacion Experimental
Agroindustrial Obispo Colombres
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Introduccioén

La exocortis es una enfermedad que se
encuentra presente en varios paises productores de
citricos. Fue descripta por primera vez en 1948 en
California (EE. UU.), en arboles injertados sobre tri-
foliata (Poncirus trifoliata); luego fue citada en
Australia y posteriormente en Brasil, en arboles injer-
tados sobre lima Rangpur (Citrus limonia).

Los arboles portadores de la enfermedad,
cuando estan injertados en naranjo agrio, no mani-
fiestan sintomas; por esto y durante muchos anos,
fue posible el desarrollo de plantaciones sobre este
portainjerto. Sin embargo, con la aparicion de la tris-
teza de los citricos, se comenzé a utilizar portainjer-
tos tolerantes a esta enfermedad, tales como lima
Rangpur, trifoliata y sus hibridos, pero que resultaron
sensibles a exocortis. La sintomatologia caracteristi-
ca de esta enfermedad se hizo evidente y puso de
manifiesto que el agente causal de la exocortis se
hallaba difundido en las variedades comerciales cul-
tivadas en la mayoria de los paises citricolas (Duran-
Vila, 2000).

La Estacién Experimental Agricola de
Tucuman determind la exocortis en plantas injerta-
das en trifoliata y Rangpur en 1960. Ademas, se rea-
lizaron ensayos de transmision (EEAT, 1959) y se
describieron sintomas de esta enfermedad en la
coleccion de citricos de la institucion (Foguet and
Oste, 1968).

En la region del Noroeste Argentino (NOA), se
pueden observar arboles con descortezamiento en el
tronco a nivel del portainjerto y disminucion del cre-
cimiento, sintomatologia caracteristica de exocortis.
En Tucuman, este sintoma se observa principalmen-
te en el portainjerto trifoliata Flying Dragon, cuando
es injertado con yemas de limoneros afectados por la
enfermedad.

En el afio 2004, el Centro de Saneamiento de
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Citrus (CSC) de la Estacion Experimental
Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC) imple-
mento el diagnostico de exocortis por el método bio-
l6gico y, a partir del ano 2006, incorpordé como com-
plemento una técnica de diagndstico molecular: la
electroforesis secuencial en geles de poliacrilamida
(s-PAGE) (Figueroa et al., 2010).

En este articulo, se presenta una breve des-
cripcion de la enfermedad exocortis de los citricos y
los métodos de diagnostico que se utilizan en el
Centro de Saneamiento de Citrus de la EEAOC.

Agente causal y caracteristicas de la enfermedad

El agente causal de la enfermedad es el viroide
Citrus exocortis viroid (CEVd), patégeno mucho mas
pequeio que los virus. Puede infectar a la mayoria de
las especies y variedades comerciales de copa, que
permanecen asintomaticas mientras no se injerten en
portainjertos susceptibles. Cualquier planta con exo-
cortis, aunque no manifieste sintomas, constituye una
fuente de indéculo de la enfermedad.

En las especies sensibles, la enfermedad se
caracteriza por la aparicion de escamas y grietas verti-
cales en la corteza (Figura 1), manchas amarillas en los
brotes tiernos y detencion del crecimiento (Figura 2).

Los portainjertos sensibles son Poncirus trifoliata,
algunos de sus hibridos (citranges Troyer y Carrizo) y
lima Rangpur. Con respecto a citrumelos, se descono-
ce su sensibilidad frente a este patdgeno.

Dafos causados por la enfermedad

Las pérdidas econdmicas que ocasiona la exo-
cortis son variables y dependen de la estirpe del pato-
geno, la edad del arbol en el momento de la infeccién
y las condiciones climaticas en que se desarrolla el
cultivo. Los arboles con exocortis presentan menor
desarrollo, que puede llegar a ser muy marcado y
estar asociado a una clorosis progresiva, muerte de
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Figura 1. Descortezamiento del portainjerto causado por el
viroide de la exocortis, en limonero Lisboa Frost injertado
sobre trifoliata Flying Dragon. Tucuman, 2008.

-

Figura 2. Enanismo y decaimiento general (planta de la izquier-
da), producido por el viroide de la exocortis en pomelo Rouge
La Toma, injertado sobre mandarino Cleopatra. Salta, 2006.

ramas pequefias y decaimiento general de la copa.
Existen algunos casos en los que los arboles infecta-
dos no presentan grietas y escamas en la corteza del
portainjerto, pero manifiestan sintomas de enanismo y
decaimiento general de la planta.

Las pérdidas econdmicas se deben fundamen-
talmente a las bajas producciones que se obtienen en
los arboles enfermos, de menor tamafo. Aunque la
calidad de la fruta no se ve afectada, las pérdidas en
produccion pueden ser de hasta un 60%.

El efecto de esta enfermedad es mayor cuando
la infeccion se produce en vivero, por el injerto de
yemas contaminadas, que si ocurre a campo, en arbo-
les implantados (Duran-Vila, 2000).
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Dispersion de la enfermedad

La principal via de dispersion de la exocortis es
la propagacion por yemas portadoras del CEVd,
muchas veces tomadas de arboles que no presentan
sintomas. Ademas se transmite mecanicamente por
herramientas, las cuales pueden portar al viroide
hasta varias semanas después de haberse contami-
nado. No se transmite por semillas, ni se conocen
vectores para este patdgeno.

El CEVd, como todos los viroides, esta formado
por una molécula de RNA (acido ribonucleico) circular
cerrada covalentemente, estructura que le confiere una
caracteristica particular: una gran estabilidad. Se han
identificado un gran numero de estirpes o variantes de
distinta agresividad. Ademas, es frecuente encontrar al
CEVd en infecciones mixtas junto a otros viroides, lo que
ocasiona la expresion de formas moderadas o suaves
de la enfermedad (Duran-Vila, 2000).

Tipos de diagnéstico

Diagnéstico biolégico

Este procedimiento se basa en la inoculacién de
plantas muy sensibles a la enfermedad a diagnosticar
(plantas indicadoras), con tejido de la planta problema.

La planta indicadora utilizada es el cidro Etrog
clon Arizona S1, injertado en limonero rugoso, y la ino-
culacién se efectua injertando tres trozos de corteza
de la planta a evaluar en cada cidro. Se realizan cua-
tro repeticiones y se incluyen ademas dos testigos
negativos (plantas de cidros sin inocular) y dos testi-
gos positivos (cidros inoculados con aislados de exo-
cortis previamente identificados). Luego de tres sema-
nas, se verifica el prendimiento de los injertos para
asegurar la transmision del patégeno a la planta indi-
cadora (Figura 3). A partir de la primera brotacion pos-
terior a la inoculacion, se realizan observaciones
periddicas durante un afo. Las plantas de cidro con
exocortis manifiestan detencion del crecimiento, distin-
tos grados de epinastia (Figuras 4 y 5), arrugamiento
de peciolo (Figura 6) y nervadura, peciolo y tallo
(Figuras 7 y 8). Es suficiente que una de las cuatro
repeticiones manifieste sintomas para que se conside-
re un resultado como positivo (Roistacher, 1991).

El diagnodstico se realiza en invernadero, con
condiciones controladas de temperatura (32°C a 40°C
durante el dia, y 27°C a 30°C durante la noche), para
que se manifiesten los sintomas de la enfermedad.

Las plantas de cidro se conducen adecuada-
mente, a fin de obtener plantas sanas y vigorosas que
puedan manifestar claros sintomas de la enfermedad.
Cualquier alteracion en la nutriciéon o el ataque de una
plaga o enfermedad pueden enmascarar los sintomas
de la exocortis de los citricos y dificultar la evaluacion.
Ademas, la manifestacion de sintomas en los testigos
positivos confirma que las condiciones ambientales del
invernadero son las apropiadas.



Figura 3. Trozos de corteza de la planta a analizar (in6culo),
injertados en cidro Etrog. Centro de Saneamiento de Citrus
(CSC) de la Estacion Experimental Agroindustrial (EEAOC),
2009.

Figura 4. Epinastia severa en cidro Etrog causada por CEVd.
CSC, EEAOC, 2009.

Figura 5. Epinastia leve en cidro Etrog, causada por CEVd. CSC,
EEAOC, 2009.

Figura 6. Arrugamiento de peciolo en cidro, causado por CEVd.
CSC, EEAOC, 2009.
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Figura 7. Necrosis de peciolo y nervaduras en cidro Etrog, cau-
sada por CEVd. CSC, EEAOC, 2009.

Diagnéstico molecular por electroforesis secuencial
en geles de poliacrilamida (s-PAGE)

Dado que en la mayoria de las especies y varie-
dades citricas los viroides no tienen la concentracion
adecuada para realizar un diagnéstico fiable por s-
PAGE, es necesario realizar previamente una bio-mul-
tiplicacion de estos. Para ello, se inocula una planta de
cidro, injertada en limonero rugoso, con tejido de la
planta a analizar, y se mantiene por lo menos durante
tres meses en un invernadero con las condiciones de
temperatura requeridas para el diagnéstico bioldgico.
Cumplido este periodo de incubacion, se realiza la
extraccion de los acidos nucleicos del cidro inoculado,
que luego se analizan en dos electroforesis sucesivas
en geles de poliacrilamida. La primera es una electro-
foresis estandar (PAGE 5%), y la tincién del gel con
bromuro de etidio permite la identificacion de la zona
que contiene a los viroides (Figura 9). Posteriormente,
este segmento se corta y se somete a una segunda

Figura 9. Primer gel de poliacrilamida tefiido con bromuro de
etidio. El recuadro indica la porcion del gel que contiene a los
viroides (s-PAGE).

30 | EEAOC - Avance Agroindustrial 33 (2)

Figura 8. Necrosis de tallo en cidro Etrog, causada por CEVd.
CSC, EEAOC, 2009.

electroforesis en un gel desnaturalizante (s-PAGE 5%
con urea 8M). En este caso, la tincion se realiza con
nitrato de plata, que permite visualizar claramente la
banda de acidos nucleicos del CEVd. Si la planta estu-
viera enferma con una mezcla de viroides, se obser-
van también otras bandas (Figura 10).

Figura 10. Segundo gel de poliacrilamida tefido con nitrato de
plata (s- PAGE). Calle 1: testigo negativo; calle 7: testigo positivo de
CEVd; calles 2, 3, 4, 5, 6, 8 y 9: muestras evaluadas. La flecha supe-
rior indica la altura correspondiente a las bandas de CEVd. Las fle-
chas restantes indican la presencia de otros viroides en las mues-
tras analizadas.




Consideraciones finales

La presencia de exocortis en algunas quintas
citricas de la region evidencia la multiplicacion de
yemas contaminadas.

El control de esta enfermedad es solamente de
tipo preventivo, es decir mediante el uso de material de
propagacion sano.

El Centro de Saneamiento de Citrus realiza
diagnostico por métodos biolégicos y moleculares y
dispone de material de propagacion saneado, libre
de exocortis y otras enfermedades transmisibles por
injerto.
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