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RESUMEN: 
El Virus de la Tristeza de los Citricos (CTV) es la principal limitante de la producciôn 
citricola en la Repûblica Dominicana. En el periodo marzo a octubre del 2007 se 
realizaron muestreos en viveros y plantaciones comerciales para determinar el estatus 
actual del CTV. Se muestrearon nueve viveros tomando entre 1 y 2% del total de plantas 
para un total de 700 plantas muestreadas. A nivel de campo se muestrearon 42 
plantaciones en 18 provincias del pais, tomando 3200 muestras. Se usaron bloques de 400 
plantas con una configuraciôn de 20 hileras χ 20 plantas, tomando 100 muestras en cada 
uno. Seis diferentes cultivares fueron muestreados, los cuales fueron, naranjas dulces 
(cv. 'Valencia' y 'Washington Navel'), limon 'Persa', mandarinas, toronjas y limon 
'Criollo' ('Lima Mexicana'). Se utilizô la técnica serolôgica de impresiôn directa del 
tejido (DTBIA) sobre membranas de nitrocelulosa de 0.45 μηι. Se usaron dos tipos de 
anticuerpos monoclonales, uno de los cuales (MCA-13) reconoce las razas severas y el 
otro compuesto de la mezcla de dos anticuerpos (3DF1-3CA5), que reconocen todas las 
razas del CTV. Los anälisis indican que siete de los nueve viveros muestreados 
reaccionaron a ambos anticuerpos, mientras que en las muestras de campo todas fueron 
positivas a ambos anticuerpos. Estos resultados muestran que el CTV esta ampliamente 
distribuido en las diferentes regiones productoras de citricos del pais. Los resultados de 
viveros presentan altos niveles de contaminaciôn, indicando que las fuentes de yemas 
utilizadas por los viveristas estân contaminadas. No hubo diferencias en los resultados 
entre los diferentes anticuerpos utilizados, por lo que las razas severas y no severas estân 
interactuando juntas en la citricultura dominicana. 

PALABRAS CLAVES: CTV, anticuerpos monoclonales, anälisis serolôgicos. 

The Citrus Tristeza Virus (CTV) in Commercial Orchards and Nurseries in the 
Dominican Republic 
Luis Matos1 & Julio Borbôn2 'Instituto Dominicano de Investigaciones Agropecuarias y 
Forestales (IDIAF), and 2 Facultad de Ciencias Agronômicas y Veterinarias, 
Universidad Autônoma de Santo Domingo (UASD), Santo Domingo, Dominican 
Republic. lmatos(a)idiaf.ors.do 

ABSTRACT: 
The Citrus Tristeza Virus (CTV) represents the most important disease in Dominican 
citrus production. From March to September 2007, a survey was carried out to determine 
the actual status of the CTV. Nine nurseries were sampled taken consisting of 1 or 2 % of 
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total trees according their size; in total, 700 samples were collected. During the field 
sampling, 42 orchards were sampled in 18 provinces around the country, with 3200 trees 
sampled. A plot design of 400 trees (20 rows χ 20 trees) was used taking 100 samples 
from each one. Six different cultivars were sampled: sweet oranges (cv. 'Valencia' and 
'Washington Navel'), Persian lime, grapefruit, mandarin and Criollo lime ('Mexican 
lime'). Direct Tissue Blot Immunoassay (DTBIA) using nitrocellulose membranes 0.45 
μηι was used for serological test. Two types of different monoclonal antibodies were 
used, one of them (MCA-13) to detect severe strains of the CTV, and a mixture of two 
antibodies (3DF1-3CA5) for general strains. The nursery surveys showed that seven out 
of nine were positive to both antibodies, while in the field samples all of them were 
positive to both antibodies. At the same time the results of the nurseries showed, that 
budwood used in different nurseries are highly infected with CTV. There were no 
differences between both antibodies used in these test. These results suggest a relatively 
homogeneous population of severe and mild strains of CTV dispersed throughout the 
Dominican Republic. 

KEYWORDS: CTV, monoclonal antibodies, serological tests 

INTRODUCCION 
En la Repûblica Dominicana el cultivo de citricos es uno de los principales rubros 

fruticolas. Las areas en produccion de los diferentes cultivares de citricos rondan las 30 
mil hectäreas (Prodefrut, 2003), con una produccion que supera las 450 mil toneladas 
métricas por ano (II. Puello, comunicaciôn personal). De la superficie destinada a la 
produccion de citricos, mäs del 50% es cultivada con naranjas dulces (Citrus sinensis [L.] 
Osb.), principalmente de la variedad 'Valencia'. En orden de importancia les siguen el 
limon Persa (C. latifolia Tan.), las mandarinas (C. reticulata Blanco), y las toronjas (C. 
paradise Macf.), entre otros. 

El sector citricola nacional, ha tenido grandes dificultades ya que el cultivo es 
atacado por un gran nûmero de enfermedades, que reducen la produccion 
considerablemente. Los citricos normalmente son propagados de forma asexual con el 
uso de injertos, y esta es la principal via de entrada de patôgenos intracelulares cuando 
los materiales de propagation, que se utilizan, no estân libres de enfermedades. 
El Virus de la Tristeza de los Citricos (CTV, por sus siglas en inglés) es una de las 
principales enfermedades transmitidas por injerto. El CTV, después de haber sido 
reportado por primera vez en el pais por Lee (1990), se ha convertido en la principal 
limitante en la produccion nacional de este rubro motivado principalmente por la 
presencia del vector Toxoptera citricida Kirkaldy (Hemiptera: Aphididae) (Abud, 1992). 
La interaction de estos dos eventos produjo una räpida dispersion de las razas suaves del 
CTV en plantaciones comerciales (Garnsey, 1996). En zonas tradicionales de produccion 
como las provincias de Hato Mayor y Monte Plata y en otros lugares donde se ha usado 
el patron de Naranja agria (C. aurantium L.), los danos ocasionados por la enfermedad 
han sido significativos. 

Durante la década de los 90's se realizaron en el pais monitoreos tendentes a 
evaluar el desarrollo de la enfermedad con la presencia del vector T. citricida. Estos 
muestreos indicaron una amplia diseminaciôn de un aislamiento suave del CTV, muy 
similar al existente en Florida. Entre 1996 y 1997 se reportaron dos razas del CTV en 
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zonas especificas de campos de producciôn localizados en la provincia de Hato Mayor y 
una pequena area de la provincia Monte Plata (Garnsey et al., 2000). Con el objetivo de 
conocer el estatus del CTV en plantaciones comerciales y viveros en la Repûblica 
Dominicana, fue realizado un muestreo a nivel nacional, en las principales zonas 
productoras de citricos del pais. 

M ATERI ALE S Y METODOS 

Ubicaciôn y Alcance del Estudio: 
Para la présente investigation se realizaron muestreos en 18 provincias del pais, 

haciendo mayor énfasis en aquellas donde se concentran las principales plantaciones de 
citricos. Ademâs, otras provincias donde no existe un gran desarrollo de este cultivo 
también fueron muestreadas, entendiendo que en estas ûltimas existe un alto potencial de 
producciôn. Los anälisis de muestras fueron realizados en el laboratorio de Virologia del 
Centro de Tecnologias Agricolas (CENTA), del Instituto Dominicano de Investigaciones 
Agropecuarias y Forestales (IDIAF) ubicado en Pantoja, Los Alcarrizos, Provincia de 
Santo Domingo. 

Provincias, Cultivares Muestreadas y Nûmero de Muestras: 
Las diferentes provincias, cultivares muestreados y el numéro de muestras 

colectados a nivel de campo y de viveros se indican en el Cuadro. 1. 

Cuadro. 1. Provincias, cultivares y nûmero de muestras. 
Regiôn/provincia Cultivares muestreados No. total de 

muestras 
REGION ESTE 
Hato Mayor Valencia/Limôn Persa/Toronj as/Mandarinas 750 
La Altagracia (Higüey) Mandarinas/Limôn Persa 150 
El Seybo Washington Navel 75 
San P de Macoris Limon Persa / W. Navel 100 
REGION SUR 
Bahoruco Limon Criollo 25 
Peravia (Bani) Limon Persa 150 
San José de Ocoa Limon Persa 75 
San Juan Limon Persa 25 
San Cristobal Valencia/Mandarinas/Limôn Persa 250 
Azua Limon Persa 200 
REGION CENTRAL 
Santo Domingo Limon Persa 250 
Monte Plata Valencia/Mandarina/Limôn Persa, Toronjas 650 
Sanchez Ramirez Valencia 200 
REGION NORTE Y NOROESTE 
Santiago Limon Persa 90 
San Fco. Macoris Limon Persa 175 
La Vega Limon Persa 110 
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Monte Cristo 
Total muestras de 
campo 
Muestras de viveros 

Limon Persa 125 
3,200 

Total de muestras 

Muestreo s en Viveros: 
Los viveros muestreados son representatives de la produccion y comercializaciôn 

de pläntulas de citricos en cada region del pais. En los viveros muestreados se 
seleccionaron el 1% 0 2 % del total de las plantas, de acuerdo al tamano del vivero los 
cuales estuvieron en un rango aproximado de 2000 plantas los pequenos y 40,000 los mas 
grandes, a mayor nûmero de plantas se tomô el 1% y en los viveros pequenos el 2% 
aproximadamente. En total se muestrearon nueve viveros localizados en las provincias 
Santo Domingo, San Cristobal, Monsenor Nouel, y Hato Mayor. El nûmero total de 
muestras colectadas fue de 700. 

Muestreo s de Campo: 
En plantaciones mayores de 5 ha, las muestras fueron colectadas en bloques de 

400 plantas en 20 hileras de 20 plantas. Se tomaron cuatro plantas adyacentes, dos de 
cada hilera, luego de seis pares de plantas se tomaron cuatro plantas de la misma manera. 
De esta forma se recolectaron 100 plantas en cada bloque de 400 plantas siguiendo la 
metodologia descrita por (Gottwald et al., 2000 y Hughes et al., 1998). Las muestras 
consistieron en un brote tierno por planta, y cuando no fue posible obtenerlos se tomô un 
pedûnculo de frutos nuevos o tiernos por planta. Los cultivares o variedades muestreadas 
fueron 'Valencia', 'Washington Navel', limon Persa, mandarinas, toronjas y limon 
Criollo. Los muestreos fueron realizados desde el mes de marzo a septiembre del 2007. 

Procesamiento de las Muestras: 
Los brotes tiernos colectados como muestras se les quitaron las hojas dejando solo 

los tallos, los cuales fueron cortados en los dos extremos y se realizô la impresiôn de 
ambos cortes en las membranas de nitrocelulosa. Las membranas de nitrocelulosa fueron 
cortadas en tamanos de 42 cm2 (6 cm χ 7 cm) y sub-divididas en 110 cuadriculas de 0.36 
cm2 (0.8 cm χ 0.8 cm). De cada muestra se tomaron impresiones en membranas dobles, 
una para los anälisis de las razas severas con el anticuerpo MCA - 13 y otra para CTV en 
general con los anticuerpos 3DF1 y el 3CA5. En total se colectaron 3900 muestras en 
dieciocho provincias del pais, donde 3200 corresponden a plantaciones de campo y 700 
de viveros. 

Anâlisis de las Muestras: 
Los anälisis fueron realizados usando la técnica de Impresiôn Directa del Tejido 

sobre Membranas de Nitrocelulosa (DTBIA, por sus siglas en Inglés) y conocida también 
como inmunoimpresiôn (Garnsey et al., 1994). En este caso se usaron membranas de 
nitrocelulosa de 0.45 μηι (micrones) (Bio-Rad Corp. Missouri, EE.UU.). Se colocaron 
110 muestras por cada membrana de nitrocelulosa de 42 cm2 descrita previamente. Para 
los anälisis se usaron dos tipos de anticuerpos monoclonales, el MCA-13 (Nokomis Corp, 
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Florida, EE.UU.), que solo reconoce las razas severas del CTV (Permar et al., 1990), y 
otro tipo que reconoce cualquier raza del virus, compuesto por la mezcla de anticuerpos 
contenidos en un kit comercial (Ingenasa, Espana). Estos anticuerpos son 3DF1 y el 
3CA5 que reconocen cualquier raza del CTV (Vela et al., 1988). 

Las membranas de nitrocelulosa que contienen las impresiones de las muestras se 
colocaron en una plaça Petri de 9 cm de diämetro, donde se les adicionô la leche 
descremada al 2 % por 45 minutos (Sigma Corp., Missouri, EE.UU.) disuelta en un bùfer 
fosfatado salino (PB S por sus siglas en Inglés). Luego se les adicionô el anticuerpo 
MCA-13 por dos horas, seguido de la adiciôn del antiespecie por una hora, segùn ha sido 
descrito por Garnsey et al., 1994. Las muestras fueron leidas después de la adiciôn de 
Nitro Blue Tetrazolium/ Bromo-Cloro- Indopenil Fosfato (NBT/BCIP, Sigma Corp. 
Missouri, EE.UU.) en 10 ml de agua destilada. Para facilitar esta reacciôn, se colocaron 
las membranas en la oscuridad por cinco minutos y con la ayuda de un estereoscopio se 
leyeron los resultados tomando como paramétras un testigo positivo y uno negativo 
colocado al inicio del anälisis. Esta coloraciôn desarrollada en las muestras debia 
coincidir con la del testigo positivo (Garnsey et al., 1994). Para los anticuerpos 3DF1 y 
3CA5 que reconocen cualquier raza del CTV, se siguieron las especificaciones del 
fabricante del kit (Ingenasa, Madrid, Espana). 

RESULTADOS Y DISCUSION 
Anâlisis de muestras de viveros: 

Los resultados de los viveros muestreados indican que las fuentes de yemas 
usadas por la mayoria de los viveristas nacionales estân infectadas del CTV. Es preciso 
senalar, que solo las plântulas procedentes de plantas madrés traidas de Martinica en el 
ano 2000 y que son preservadas en tûneles anti-insectos no reaccionaron a ninguno de los 
anticuerpos usados. Borbôn et al., (1995) realizaron muestreos en bancos de yemas y de 
viveros y no reportaron la presencia del CTV en los viveros muestreados. Segùn los 
resultados obtenidos en el présente estudio la presencia del CTV en los viveros se ha 
incrementado en mas de un 80% en los ùltimos diez anos. Esta situation de alta 
contamination en los materiales de propagation puede considerarse como uno de los 
principales factores del movimiento y dispersion del CTV en el territorio nacional. 

Anâlisis en muestras de campo: 
Los resultados de los anälisis serolôgicos se obtuvieron a partir de los anticuerpos 

monoclonales MCA-13 y 3DF1 - 3CA5. Todas las muestras colectadas a nivel de campo 
analizadas con los diferentes anticuerpos fueron positivas al CTV. En ese sentido no 
hubo diferencias en los resultados obtenidos por anticuerpos utilizados. Es decir, las 1075 
plantas muestreadas en la Region Este fueron positivas a la mezcla de anticuerpos 3DF1 
y el 3CA5, los cuales reconocen cualquier raza del CTV, mientras que igual nûmero de 
muestras resultaron positivas al anticuerpo MCA-13 que solo reconoce las razas severas. 
En la Region Central compuesta de las provincias de Santo Domingo, Monte Plata, 
Sänchez Ramirez (Cotui), donde se colectaron 1100 muestras en total, todas fueron 
positivas a la mezcla de anticuerpos 3DF1 y 3CA5, y ademâs al MCA-13. Igual 
situation se registro en la Region Sur en las provincias de Peravia, Azua, San Juan de la 
Maguana, San Cristobal, Neyba y San José de Ocoa. En total, 675 muestras dieron 
positivos en ambos anälisis serolôgicos realizados. En la Region Norte y Noroeste donde 
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se tomaron en conjunto 450 muestras de limon Persa todas fueron positivas a los 
anticuerpos usados. 

La incidencia en areas tradicionales de produccion donde previamente se habian 
reportados las razas severas del CTV en comparaciôn con las areas no tradicionales no 
mostraron diferencias, indicando que tanto los efectos del äfido vector, T. citricida, como 
el uso de material de propagation contaminado pueden ser las principales causas de la 
dispersion del CTV. En estudios previos, publicados en 1995, Gottwald et al., no 
reportaron la presencia de razas severas del CTV en cuatro bloques de estudios 
localizados, dos en Hato Mayor, uno en Bayaguana y otro en Villa Altagracia. No 
obstante, después de la apariciôn en 1996 y 97, de los primeros focos con razas que 
reaccionaron al anticuerpo monoclonal MCA-13, la incidencia fue relativamente baja 
hasta el ano 2000. Por ejemplo, en la section Sabana Grande, Hato Mayor, la incidencia 
fue menor al 8% al MCA-13, mientras que en el municipio de Villa Altagracia la 
incidencia estuvo entre 1 y 4 % (Garnsey et al., 2000). Los niveles de incidencia en 
ambas plantaciones en este estudio fueron de un 100%. Estos resultados coinciden con 
los obtenidos por Gottwald et al., 1995, que indican que la incidencia de la raza suave del 
CTV, en un periodo de seis anos, alcanzaron mäs del 90% de incidencia. 

Desde el ano 1998 no se habian realizado nuevos muestreos del CTV, por lo que, 
los efectos de este han sido muy notorios en aquellas zonas donde previamente se reporté 
el virus. En âreas como Hato Mayor un gran nûmero de productores han abandonado la 
actividad citricola; igual ha ocurrido en algunas areas de la provincia de Monte Plata. En 
este estudio, en total se analizaron 3,900 muestras colectadas en 42 plantaciones y nueve 
viveros de citricos localizadas en 18 provincias del pais, donde se concentra mäs del 90% 
de los citricos del pais. De todas las muestras analizadas solo 180 de las 3,900 muestras 
no reaccionaron a los anticuerpos usados, lo que représenta en términos porcentuales, que 
el 95.4 % de las plantas estân contaminadas, ya sea con la raza severa, con la suave o con 
ambas. 

Todas las muestras de campo fueron positivas a los diferentes anticuerpos 
utilizados, indicando que la dispersion se ha incrementado considerablemente, si 
tomamos como referencia los resultados obtenidos por Garnsey et al., (2000), donde se 
registraron niveles de incidencia entre un 4 y 8 % en diferentes campos de produccion. 
De estos resultados puede inferirse que el T. citricida ha sido el principal factor en la 
dispersion del CTV en el pais. Esta inferencia confirma lo expresado por Gottwald et al., 
(1998), de que el T. citricida puede realizar la dispersion del CTV con mayor efîciencia 
que cualquier otra especie de âfidos. Por ejemplo, en un muestreo inicial realizado en 
1992, en un campo de produccion de Villa Altagracia en un bloque de 400 plantas (20 
hileras χ 20 Plantas), 32 de estas plantas resultaron positivas a la razas suaves para una 
incidencia del 8 %. Este bloque fue muestreado de manera secuencial hasta el ano 1998, 
registrando para ese entonces una incidencia de alrededor 90 %>; es decir, 359 de las 400 
plantas evaluadas reaccionaron positivamente a las razas suaves. 

Los efectos del CTV han sido mayores en plantaciones establecidas sobre el 
patron agrio; no obstante, cuando se usan patrones tolerantes la produccion de naranjas 
no es afectada considerablemente. Por otra parte en cultivares como el limon Persa y 
toronjas los efectos se manifïestan sin importar el patron utilizado, por lo que la action 
del virus en estos cultivares es mäs notoria que en cualquier otro cultivar. Por su parte las 
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mandarinas representan uno de los cultivares mas tolerantes al CTV, aùn estando 
injertadas sobre patrones de baja tolerancia al virus, como el C. macrophylla Webster. 
El Virus de la Tristeza de los Citricos, (CTV), esta distribuido a nivel nacional, basado en 
los resultados de los anälisis serolôgicos realizados a las muestras colectadas en 18 
provincias donde se encuentran los principales viveros y plantaciones de citricos del pais. 
Los niveles de incidencia y distribution del CTV en la Repûblica Dominicana indican 
una clara necesidad de implementation de un programa de certification de yemas y 
semillas de patrones de citricos que garantice la calidad fitosanitaria de los materiales de 
propagation. El programa de certification debe estar sustentado en saneamiento de las 
variedades comerciales a través del uso de micro inj ertos de âpices caulinares y una base 
legal que sustente las regulaciones requeridas para el correcto funcionamiento del 
programa. 
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