DETECTION OF Citrus sudden death-associated virus AND HAPLOTYPES
OF Citrus tristeza virus IN Toxoptera citricida AND Aphis spiraecola AND
IMPLICATION ON CITRUS SUDDEN DEATH IN BRAZIL

DETECCION DEL Citrus sudden death-associated virus Y HAPLOTIPOS DEL Citrus tri‘steza virus
EN Toxoptera citricida Y Aphis spiraecolg E IMPLICACIONES EN LA MUERTE SUBITA
DE LOS CITRICOS EN BRASIL

Emiliano Loeza-Kukl, Daniel L. Ochoa-Martinez], Gustavo Mora-Aguileral*, Patricia Rivas-Valencial, M. Alejandra Gutiérrez-Espinosa“,

2

Waldir Cintra de Jests Junior®, Angel Villegas-Monterz, Nelson Arno-Wulff* and Eugenio Perez-Molphe—Balch5

IFitopatologia y *Fruticultura. Campus Montecillo. Colegio de Postgraduados. 56230. Montecillo,
Estado de México. (loeza0l@colpos.mx) (ldaniel@colpos.mx) (morag@colpos.mx). 3Universidade
Federal do Espirito Santo, CEP 29500-000, Alegre, ES, Brasil. *FUNDECITRUS A. C. CEP
14807-040, Araracuara, SP, Brasil. SUniversidad Auténoma de Aguascalientes. Avenida Universi-
dad 940. 20100 Aguascalientes, Aguascalientes. México.

ABSTRACT

Individuals of Toxoptera citricida (Kirkaldy) and Aphis spiraecola
(Patch) collected in 16 commercial citrus orchards of the Sao
Paulo and Minas Gerais States of Brazil were analyzed for virus
presence. Orchards of Minas Gerais were selected because citrus
trees exhibit symptoms of citrus sudden death (CSD) and in Sao
Paulo due the presence of severe strains of Citrus tristeza virus
(CTV), in order to detect genomic sequences of any of these
strains that could be associated to CSD. Samples made up of
20 aphids from the localities of Comendador Gomes, Frutal,
Prata and Uberlindia, in the State of Minas Gerais, a CSD
associated virus (CSDaV) was often found through nested RT-
PCR; in samples from Sao Paulo, none showed positive for the
same primers. With the aim to find relationships between the
presence of a specific strain of CTV and the expression of CSD,
specific probes were used for sequences associated to severity of
isolates. The results were negative and the most promising option
was to detect CTV sequence variants acquired by aphids through
SSCP, to determine if there was a preference for any of the
variants. No CTV sequence variants exclusive to trees with CSD
symptoms were detected in aphids, but CTV was more prevalent
than CSDaV in both aphid species (98 and 90% vs. 42 and 10%).
Results confirm the presence of CSDaV in aphids colonizing trees
with or without CSD symptoms. However, detection of CSDaV
was more frequent under the CSD condition and five times higher
in 7. citricida.

Key words: Aphids, virus detection, Citrus tristeza virus, Citrus
sudden death-associated virus.

INTRODUCTION

n 1999 a new disease causing the accelerated
collapse of the affected plants appeared in some
citrus producing areas of Brazil being named citrus
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RESUMEN

Se analizaron individuos de Toxoptera citricida (Kirkaldy) y Aphis
spiraecola (Patch) recolectados en 16 huertas comerciales de citri-
cos en los Estados de Sao Paulo y Minas Gerais, para evaluar la
presencia de virus. Las huertas de Minas Gerais se seleccionaron
debido a que los arboles de citricos exhibian sintomas de muerte
subita de los citricos (MSC) y en Sao Paulo debido a la presencia
de variantes severas del Citrus tristeza virus (CTV), que pudie-
ran permitir detectar secuencias genémicas de cualquiera de estas
variantes en asociacién con MSC. En grupos muestrales de 20
afidos, provenientes de las localidades de Comendador Gomes,
Frutal, Prata y Uberlandia, del Estado de Minas Gerais, se en-
controé con frecuencia un CSD associated virus (CSDaV) mediante
el uso de RT-PCR y PCR anidado; en muestras de Sao Paulo,
ninguna fue positiva para los mismos iniciadores. Con el objetivo
de encontrar relacion entre la presencia de una variante especifi-
ca de CTV y la expresion de MSC, se usaron sondas especificas
para secuencias asociadas a la severidad de los aislamientos. Los
resultados fueron negativos y la opcion mas viable fue detectar
variantes de secuencias de CTV adquiridas por afidos a través
de SSCP para determinar si existié preferencia por alguna de las
variantes. No se detectaron en afidos variantes de secuencias de
CTYV exclusivas a arboles con sintomas de MSC, pero el CTV fue
mas comin que el CSDaV en ambas especies de afidos (98 y 90%
vs. 42 'y 10%). Los resultados confirman la presencia del CSDaV
en afidos que colonizaron arboles con o sin sintomas de MSC. Sin
embargo, la deteccién del CSDaV fue mas frecuente en la condi-
cion de MSC y cinco veces mayor en 7. citricida.

Palabras clave: Afidos, deteccion viral, Citrus tristeza virus, Citrus
sudden death-associated virus.

INTRODUCCION

n 1999 se detect6 en ciertas areas citricolas de
Brasil una nueva enfermedad que causa el co-
lapso acelerado de las plantas afectadas, la cual
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sudden death (CSD). Although etiology of the disease
is unknown, Roman et al. (2004) reported that it is
transmitted by grafting and that fungi, viroids, and
endogen bacteria were not the causal agents.

CSD shares several common aspects with the
disease caused by Citrus tristeza virus (CTV), such as
deterioration at the bud union of the graft, fast decline,
and temporal and spatial epidemiological parameters
(Bassanezi et al., 2003). For these reasons it was
proposed that CSD was caused by a new strain of CTV.
This strain would have broken the effect conferred by
the use of CTV tolerant rootstocks and cross protection,
which has been extensively used in Brazil (Miiller and
Costa, 1977; Miiller et al., 1999; Machado et al., 2004).
Spatial and temporal epidemiological analysis of CSD
progress indicates that its spreading could be associated
with a winged vector, such as an aphid (Bassanezi et al.,
2003). This would be in agreement with the hypothesis
that CSD is caused by a mutant of CTV. Certain severe
CTV isolates are acquired and transmitted at higher
rates by its aphid vectors (Ballester-Olmos et al., 1993;
Brlansky et al., 2003; Huang et al., 2005). However,
no particular CTV isolate has been directly implicated
in CSD after extensive molecular analysis using plant
tissue (Targon et al., 2003; Roman et al., 2004; Rivas-
Valencia et al., 2008). A second hypothesis about the
etiology of CSD has implicated a marafivirus named
Citrus sudden death-associated virus (CSDaV). This
virus has been consistently found in samples but in
areas free of the disease (Macherroni et al., 2005). Due
to the fact that it is a fast spreading disease (Bassanezi
et al., 2003; Roman et al., 2004), a highly effective
vector should be involved. In addition, virus detection
on aphid vectors may narrow than the number of
haplotypes being actively moved on the field, opening
another approach to study a possible association of
CTV with CSD.

The objective of this study was to determine
if the population of CTV haplotypes detected in
Toxoptera citricida and Aphis spiraecola from
regions affected with CSD differs from those found
in CSD free regions, in order to provide evidence of
CTV association with CSD as well as to relate the
detection of CSDaV with aphid species and structure
of CTV haplotypes.

MATERIALS AND METHODS
Aphid sampling
The collections were done in September and October of 2005,
in sixteen sites of citrus regions of the States of Minas Gerais and

Sao Paulo, Brazil (Table 1). Groups of 50-100 aphids colonizing
citrus shoots were collected, and kept in alcohol 70%. Two species
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se denominé muerte sibita de citricos (MSC). Aunque
la etiologia de la enfermedad se desconoce, Roman
et al. (2004) reportaron que se transmite por injerto
y que hongos, viroides o bacterias enddgenas no son
agentes causales.

La MSC comparte varios aspectos con la enferme-
dad causada por el Citrus tristeza virus (CTV), como
son dafo en la unién del injerto, rapido declinamiento
y parametros epidemioldgicos temporales y espaciales
(Bassanezi et al., 2003). Por estas razones, se propuso
que la MSC era causada por una nueva variante de
CTV. Esta variante pudo haber roto el efecto conferi-
do por el uso de portainjertos tolerantes al CTV y a la
proteccién cruzada, que han sido usadas ampliamente
en Brasil (Miiller y Costa, 1977; Miiller et al., 1999;
Machado et al., 2004). El anélisis espacial y tempo-
ral del progreso de la MSC indica que su dispersion
podria estar asociada con un vector alado, que podria
ser un afido (Bassanezi et al., 2003). Esto soporta la
hipdtesis de que la MSC es causada por una variante
mutada del CTV. Ciertas variantes severas de CTV se
adquieren y transmiten en tasas mayores por sus afi-
dos vectores (Ballester-Olmos et al., 1993; Brlansky
et al., 2003; Huang et al., 2005). Sin embargo, no se
ha encontrado implicacién de aislamientos especificos
de CTV en la MSC después de andlisis moleculares
extensivos usando tejido vegetal (Targon ef al., 2003;
Roman et al., 2004; Rivas-Valencia et al., 2008). Una
segunda hipdtesis sobre la etiologia de la MSC implica
un marafivirus llamado Citrus sudden death-associated
virus (CSDaV). Este virus se ha encontrado consisten-
temente en muestras vegetales excepto en areas libres
de la enfermedad (Macherroni et al., 2005). Debido al
hecho de que es una enfermedad de dispersion rapida
(Bassanezi et al., 2003; Roman et al., 2004), estaria
involucrado un vector altamente eficaz. Ademds, la
deteccién de virus en afidos vectores puede reducir
el nimero de haplotipos que se mueven activamente
en el campo, abriendo otro enfoque para estudiar una
posible asociaciéon del CTV con la MSC.

El objetivo de este estudio fue determinar si la po-
blacién de haplotipos de CTV detectados en Toxoptera
citricida y Aphis spiraecola, obtenidos de regiones
afectadas por la MSC difieren de aquellos encontrados
en regiones libres de MSC con el fin de proporcionar
evidencia de la asociaciéon del CTV con la MSC, y
para relacionar la deteccion del CSDaV con especies
de afidos y la estructura de haplotipos de CTV.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo de afidos

Las recolectas se realizaron en septiembre y octubre de 2005,
en 16 sitios de regiones citricolas en los Estados de Minas Gerais
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were collected separately, T. citricida and A. spiraecola based on
visual characteristics further confirmed in the laboratory (Stoetzel,
1994). In orchards where insecticides prevented aphid colonization,
individuals were taken from peripheral orchards with the same
attribute regarding CSD.

Total RNA extraction

For the extraction of RNA, 20 wingless adult aphids were
taken, removing the alcohol and macerating them with a pistil in
sterile microcentrifuge tubes with 100 4L CTAB 2% (NaCl 1.4M,
Tris-HCI 0.1M pH 8.0) buffer, and were kept in cold conditions
(Freitas-Astia et al., 2003). After maceration, 500 uL of CTAB
2% +0.5% de -mercaptoethanol buffer prepared with DEPC water
was added, mixed in vortex, and incubated at 55 °C for 20 min.
Then 400 uL chloroform:isoamyl alcohol 24:1 were added, mixed
in vortex, and centrifuged at 12 000 rpm for 10 min at 4 °C. From
the water phase 400 uL were taken and transferred to a sterile
microcentrifuge tube where another 400 uL of 24:1 chloroform:
isoamilic alcohol were added. From the upper phase 400 uL were
taken, transferred to a new microcentrifuge tube, added 1/10 volume
of ammonium acetate (40 uL), one volume of isopropyl alcohol
(400 uL) and precipitated at —20 °C for 15 min. Afterwards, it
was centrifuged at 12 000 rpm for 5 min, the upper phase was
discarded, the pellet was washed with 1 mL ethanol 70% prepared

Table 1. Citrus orchards sampled for aphids and their status of
citrus sudden death in Brazil. October 2005.

Cuadro 1. Huertas de citricos muestreadas para ifidos y esta-

tus de muerte subita de citricos en Brasil. Octubre,

2005.
Location Orchard Samples
With presence of CSD

Comendador Gomes (CG), MG’ CG1 3
CG2 8
CG3 1

Frutal (FR), MG FR1 19
FR2 4
FR3 2
FR4 2
FR5 3
FR6 1

Prata (PR), MG PR1 11
PR2
PR3 1

Uberlandia (UB), MG UBL1 12

Without presence of CSD and CTV-mild isolates
Botucatu (BT), SP BT 6
Without presence of CSD and CTV-severe isolates
Capela do Alto (CA), SP CA 6
Capao Bonito (CB),SP CB 5

 SP: Sao Paulo, Brazil; MG: Minas Gerais, Brazil.

y Sao Paulo, Brasil (Cuadro 1). Grupos de 50-100 afidos coloni-
zando brotes de citricos se recolectaron y mantuvieron en alcohol
al 70%. Dos especies se recolectaron por separado, 7. citricida
y A. spiraecola, con base en caracteristicas visuales confirmadas
en el laboratorio (Stoetzel, 1994). En huertas donde el uso de
insecticidas previno la colonizacién por afidos, se tomaron indi-
viduos de las huertas aledafnas con los mismos atributos en cuanto
a MSC.

Extraccion total de ARN

Para la extraccion de ARN, se tomaron 20 afidos adultos sin
alas, eliminando el alcohol y macerandolos con un pistilo en tubos
de microcentrifuga estériles con 100 uL. CTAB 2% (NaCl 1.4M,
Tris-HCI 0.1M pH 8.0) de amortiguador, y se conservaron en
frio (Freitas-Astia et al., 2003). Después de la maceracion, se
afiadieron 500 uL de amortiguador CTAB 2%+0.5% de B-mer-
captoetanol preparado con agua DEPC, se mezclaron en vortex
e incubaron a 55 °C por 20 min. Después, se anadieron 400 uL
de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1, se mezclaron en vortex y
centrifugaron a 12 000 rpm por 10 min a 4 °C. De la fase acuosa,
se tomaron 400 4L y transfirieron a un tubo estéril de microcentri-
fuga donde se afiadieron otros 400 uL de 24:1 cloroformo:alcohol
isoamilico. De la fase superior se tomaron 400 uL, se transfirieron
a un nuevo tubo de microcentrifuga, se afiadié 1/10 del volumen
de acetato de amonio (40 uL), un volumen de alcohol isopropil
(400 uL), y se precipité a —20 °C por 15 min. Luego, se centri-
fugé a 12 000 rpm por 5 min, se descarté la fase superior, se lavod
el pellet con 1 mL etanol al 70% preparado con agua DEPC, y se
centrifugd a 12 000 rpm por 1 min. Después de la centrifugacion,
el liquido se eliminé de los tubos los cuales se secaron a tempera-
tura ambiente y los pellets se suspendieron en 30 uL agua DEPC.
La calidad y cantidad de ARN obtenido se corrobor6 en gel de
agarosa al 1%.

RT-PCR y PCR anidado
para la deteccién de virus en afidos

Para detectar CTV y CSDaV en ifidos, se efectué6 RT-PCR
de un paso con los iniciadores CN119 y CN120 flanqueando el
gene de la proteina p25 del CTV (Cevik et al., 1996b), asi como
los iniciadores CSDaV-F (Alellix Applied Genomics) y CSDaV-R
(FUNDECITRUS A. C.), para detectar CSDaV (Cuadro 2). La
mezcla reactiva consistio de 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI (pH
8.4), 10 mM DTT, 2.5 mM MgCI2, 100 uM dNTPs, 1 ng de cada
iniciador, 10 U RNaseOUT (Invitrogen, Carslbad, CA, USA), 25
U MMLYV reverso transcriptasa (Invitrogen) y 0.75 U Taq DNA
polimerasa (Invitrogen).

De la mezcla reactiva se tomaron 20 uL y se afiadieron a 5
uL del ARN total, desnaturalizado a 70 °C por 5 min para un
volumen total de 25 L. El programa para el RT-PCR fue: 60 min
de retrotranscripcion a 42 °C, 2 min a 94 °C para la desactivacién
de RT, 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 1 min a 55 °C, 1 min a 72 °C
y una extension final de 5 min a 72 °C para el CTV. En el caso
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with DEPC water, and centrifuged at 12 000 rpm for 1 min. After
centrifugation, the liquid was removed from the tubes and dried at
room temperature and the pellets were suspended in 30 uL. DEPC
water. The quality and quantity of RNA obtained were corroborated
in agarose gel at 1%.

RT-PCR and nested PCR for virus detection in aphids

For detection of CTV and CSDaV in aphids, one step RT-
PCR was done with primers CN119 and CN120 flanking the
gene of protein p25 of CTV (Cevik et al., 1996b), as well as
the primers CSDaV-F (Alellix Applied Genomics) and CSDaV-R
(FUNDECITRUS A. C.) for the detection of CSDaV (Table 2).
The reaction mixture consisted of 50 mM KCI1, 20 mM Tris-HCl
(pH 8.4), 10 mM DTT, 2.5 mM MgCl2, 100 uM dNTPs, 1 ng of
each primer, 10 U RNaseOUT (Invitrogen, Carslbad, CA, USA),
25 U MMLYV reverse transcriptase (Invitrogen) and 0.75 U Taq
DNA polymerase (Invitrogen).

From the reaction mixture, 20 uL. were taken and added to 5
uL of total RNA, denatured at 70 °C for 5 min for a total volume
of 25 uL. The program for the RT-PCR was: 60 min of reverse
transcription at 42 °C, 2 min at 94 °C for RT inactivation, 35
cycles of 30 s at 94 °C, 1 min at 55 °C, 1 min at 72 °C and a final
extension of 5 min at 72 °C for CTV. In the case of CSDaV, 35
cycles of 30 sec at 94 °C, 1 min at 55 °C, and 3 min at 72 °C and
a final extension of 10 min at 72 °C.

The RT-PCR product of both reactions (p25 of CTV and RdRp
of CSDaV) was used to carry out a second amplification using the
internal primers for each amplified sequence CPK for CTV (Kong

del CSDaV, 35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 1 min a 55 °C, y 3 min
a 72 °C y una extensién final de 10 min a 72 °C.

El producto RT-PCR de ambas reacciones (p25 de CTV y RdRp
de CSDaV) se us6 para realizar una segunda amplificaciéon usando
los iniciadores internos para cada secuencia CPK amplificada para
el CTV (Kong et al., 2000); el C54 y el C1 para variantes genomi-
cas de CSDaV, ambas proporcionadas por 7. Nagata (Universidade
Catélica de Brasilia, Brazil).

La mezcla reactiva consisti6 de 50 mM KCl, 20 mM Tris-
HCI (pH 8.4), 2.5 mM MgCI2, 100 uM dNTPs, 100 uM de cada
iniciador y 0.6 U Taq pol (Invitrogen). El PCR comenzé con una
desnaturalizacion a 94 °C por 2 min. Le siguieron 35 ciclos de
amplificacion de 94 °C por 30 s. (Tm=50 °C para CTV y C54,
55 °C para C1) por 30 s y 72 °C por 30 s, seguidos de una exten-
sién final de 72 °C por 5 min. Para las reacciones, el testigo ab-
soluto negativo fue agua estéril, y como testigo positivo se usaron
viriones purificados por gradientes de densidad tomados de tejido
de arboles infectados con sintomas de CSD y CTV.

Deteccion de variantes genémicas de CTV y CSDaV
adquiridos por ifidos a través de polimorfismo
de conformacion de cadena
sencilla (SSCP)

La identificacion de patrones de SSCP se realizo a partir del pro-
ducto CPK, segtin lo reportaron Sambade et al. (2002). Las cadenas
se separaron en un gel no desnaturalizante de poliacrilamida al 12%
en un voltaje constante de 200 V por 2.5 h. Los geles se visualiza-
ron usando un tefiido con nitrato de plata (Beidler ez al., 1982).

Table 2. Specifics primers used to detect Citrus tristeza virus (CTV) and variants of Citrus sudden death-associated virus (CSDaV) in

adults of T. citricida and A. spiraecola.

Cuadro 2. Iniciadores especificos usados para detectar el Citrus tristeza virus (CTV) y variantes del Citrus sudden death-associated virus

(CSDaV) en adultos de T. citricida y A. spiraecola.

Primer Sequence (5 a 3°) Region Size' (bp)
CN119-F" AGATCTACCATGGACGACGAAACAAAG TV 025 03
CNI20-R GAATTCGCGGCCGCTCAACGTGTGTTAAATTTCC P

CPK-F AACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGA R e
CPK-R TCAACGTGTGTTGAATTTCCCAAGC P

CSDaV-F ACCTTCCAGGAACTTTAAGGTGGC

CSDaV-R GTGAGGATGGGAGCAGAGGAAC CSDaV-RdRp 2598
C54-FP AACCTACCACCTGCCATCCTGA

C54-R GCATTCGGTAAACAGCACAAGG RdRp-C54 366
CI-F? CCGCTGTCACCATTGCTTCCAG

CIR AGATGGGATGTCCCGGTGAAGG RdRp-Cl 469

T Expected size (nt) of the RT-PCR products < Tamaio esperado (nt) de los productos de RT-PCR.

9 Primers used. F is for primers complementary to the negative strand and R for those complementary to the positive strand < Iniciadores
usados. F es para los iniciadores complementarios a la cadena negativa y R para aquellos complementarios a la cadena positiva.

$ Primers used in amplification of RdRp region of CSDaV < Iniciadores usados en la amplificacion de la region RdRp del CSDaV.

P Specific primers for C54 and C1 variants of CSDaV, align internally in the PCR product of CSDaV-RdRP < Iniciadores especificos para
las variantes C54 y C1 del CSDaV se alinean internamente en el producto de PCR de CSDaV-RdRP.

 EcoRI (GAATTC) and Notl (GCGGCCGC) + EcoRI (GAATTC) y Notl (GCGGCCGC).

T Blgll (AGATCT) and ACC (site Ncol: CC ATG GA) < Blgll (AGATCT) y ACC (site Ncol: CC ATG GA).
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et al., 2000); C54 and C1 for genomic variants of CSDaV, both
kindly provided by T. Nagata (Universidade Catdlica de Brasilia,
Brazil).

The reaction mixture consisted of 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCl
(pH 8.4), 2.5 mM MgCl,, 100 uM dNTPs, 100 uM of each primer
and 0.6 U Taq pol (Invitrogen). PCR started with a denaturing at
94 °C for 2 min. Followed by 35 amplification cycles of 94 °C for
30 s. (Tm=50 °C for CTV and C54, 55 °C for C1) for 30 s and
72 °C for 30 s, followed by a final extension of 72 °C for 5 min.
For reactions, the absolute negative control was sterile water, and
as positive control virions purified by density gradients were used
from tissue of infected trees symptomatic to CSDaV and CTV.

Detection of genomic strains of CTV and CSDaV
acquired by aphids through single-strand
conformation polymorphism (SSCP)

The identification of patterns of SSCP was done from the
CPK product, as reported by Sambade ez al. (2002). Strands were
separated in a non-denaturing gel of polyacrylamide at 12% in a
constant voltage of 200 V for 2.5 h. The gels were visualized using
silver nitrate staining (Beidler ez al., 1982).

RESULTS AND DISCUSSION

Eight six aphid samples were collected from 16
orchards. The most common citrus colonizing species
were T. citricida (65%) and A. spiraecola (34%).
In several orchards insecticides were being used
for effective pest control and thus aphids were not
found.

Attempts to detect CTV by direct RT-PCR in aphids
failed probably due to the low concentration of the viral
sequences. The option was to perform nested RT-PCR
using CN119 and CN120 as external primers (Cevik
et al., 1996b) and CPK as internal primers (Kong ef
al., 2000). With this adaptation, 55/56 samples of T.
citricida and 27/30 of A. spiraecola were positive for
CTV presence independently of virus aggressiveness
(Table 3). The use of cross protection and the endemic
condition of CTV in the region can explain the high
incidence of CTV (Miiller et al., 1999; Machado et
al., 2004).

Detection of CSDaV in plants and aphids has been
performed using primers for the genomic region of the
viral replicase (Macherroni et al., 2005). In our study,
CSDaV was also detected in aphid and plant samples
using primers for the genomic region which encodes
for the RNA dependent-RNA polymerase (RdRp),
which presumably discriminate between C54 and Cl1
genomic variants (Macherroni et al., 2005).

Strain C54 was found in 23/56 of T. citricida
samples and in 3/30 of A. spiraecola aphid samples
from orchards of Minas Gerais (Table 3). This

REsuLTADOS Y DIScusioN

Se recolectaron 86 muestras de afidos de 16 huer-
tas. Las especies mas comunes que colonizaron los ci-
tricos fueron T. citricida (65%) y A. spiraecola (34%).
En varias huertas se usaron insecticidas para controlar
plagas y, por tanto, no se encontraron afidos.

Los intentos por detectar el CTV por RT-PCR
directo en afidos fracasaron probablemente debido
a la baja concentracién de las secuencias virales. La
opcion fue realizar RT-PCR y PCR anidado usando
CN119 y CN120 como iniciadores externos (Cevik et
al., 1996b) y CPK como iniciadores internos (Kong et
al., 2000). Con esta adaptacion se encontraron 55/56
muestras de T. citricida y 27/30 de A. spiraecola po-
sitivos para presencia de CTV, independientemente
de la severidad del virus (Cuadro 3). El uso de la
proteccion cruzada y la condicién endémica del CTV
en la zona pueden explicar la alta incidencia de CTV
(Miiller et al., 1999; Machado et al., 2004).

La deteccion de CSDaV en plantas y afidos se ha
realizado usando iniciadores para la region genémi-
ca de la replicasa viral (Macherroni et al., 2005).
En nuestro estudio, el CSDaV también se detectd en
muestras de afidos y plantas usando iniciadores para
la region gendmica que codifica la polimerasa de ARN
dependiente de ARN (RdRp), los cuales se presume
que discriminan entre las variantes genémicas C54 y
C1 (Macherroni et al., 2005).

La variedad C54 se encontrd en 23/56 de las mues-
tras de 7. citricida y en 3/30 de las muestras de afi-
dos A. spiraecola provenientes de huertas de Minas
Gerais (Cuadro 3). Este producto de amplificacién se
secuencié y compar$ con otras secuencias en el Gen-
bank, las cuales coincidieron con secuencias de CS-
DaV y la variante CSDaV P15, cédigos AY884005.1
y DQ185573.1. Estos resultados confirmaron que la
banda que se obtuvo fue la secuencia objetivo. Ade-
mas, las muestras de huertas libres de MSC localiza-
dos en Sdo Paulo fueron negativas.

Discriminacién de variantes
de CTYV presentes en afidos

La discriminacion de variantes de CTV presentes
en afidos se propuso inicialmente con sondas marca-
das en el extremo 3’ con digoxigenina. Sin embargo,
aun cuando se utiliz6 la sonda 0 que detecta todas las
variantes de CTV (Cevik et al., 1996a), se detectdé una
reacciéon s6lo en muestras experimentales con ARN
extraido de plantas. Estos resultados muestran que la
sensibilidad de esta técnica es baja y que no puede de-
tectar las bajas concentraciones de secuencias de CTV
en afidos. Por tanto, la variaciéon de haplotipos de
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Table 3. Nested RT-PCR detection of Citrus tristeza virus (CTV) and Citrus sudden disease associated virus (CSDaV) in samples of 7.
citricida and A. spiraecola collected in locations with citrus sudden death (CSD) of Minas Gerais and without CSD of Sao Paulo

(Capela do Alto, Capao Bonito, and Botucatu), Brazil,

2005.

Cuadro 3. Deteccién por RT-PCR anidado del Citrus tristeza virus (CTV) y Citrus sudden death-associated virus (CSDaV) en muestras
de T. citricida y A. spiraecola recolectados de localidades con muerte siibita de los citricos (MSC) de Minas Gerais y sin MSC
en Sao Paulo (Capela do Alto, Capao Bonito, y Botucatu), Brasil, 2005.

Toxoptera citricida

Aphis spiraecola

Location
CTV cspav? CTV cspav'

Minas Gerais' 44/44 23/44 23/25 3/25
Capdo Bonito, SP P - 4/5 0/5
Capela do Alto, SP 5/6 0/6 - -
Botucatu, SP 6/6 0/6 - -
Total® 55/56 23/56 27/30 3/30
Percentage 98% 42% 90% 10%

 Minas Gerais (CSD present) represents data from 12 orchards < Minas Gerais (MSC presente) representa datos de 12 huertas.

Y CcSDav €54 strain + Cepa C54 del CSDaV.

§ X/Y(X=positive samples; Y=number of analyzed samples) < X/Y(X=muestras positivas; Y =numero de muestras analizadas).
P Specie not detected at sampling time < Especie no detectada al momento del muestreo.

amplification product was sequenced and compared
with other sequences in the Genbank, which coincided
with sequences of CSDaV and CSDaV variant P15,
codes AY884005.1 and DQ185573.1. These results
confirmed that band obtained was indeed the targeted
sequence. Samples from orchards free of CSD located
in Sao Paulo were negatives.

Discrimination of CTV strains present in aphids

Discrimination of CTV strains present in aphids
was originally proposed with probes marked in the
3’ end with digoxigenine. However, even when using
probe 0, which detects all CTV variants (Cevik et
al., 1996a), reaction was detected only in test samples
with RNA extracted from plants. These results show
that sensibility of this technique is low and is not able
to detect low CTV sequence concentrations in aphids.
Therefore, the variation of haplotypes of CTV present
in the collected aphids was analyzed by SSCP; each
band was considered to correspond to a strand of the
duplex DNA of the gene p25 fragment.

SSCP analysis of sequence variants of CTV in T.
citricida and A. spiraecola did not show a specific
profile which would indicate a lower or greater
capability of CTV genomic variant acquisition,
but seems to place both vector species at the same
capability level, at least in the acquisition stage (Table
4 and 5), although there is evidence of the greater
efficiency of T. citricida as a vector (Huang et al.,
2005). However, T. citricida had higher capability to
acquire CSDaV than A. spiraecola when CTV was
present. This result may indicate a possible role of
CTV as helper virus as reported by Maccherroni et
al. 2005, but there is not enough data to prove it. If
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CTV presentes en los 4fidos recolectados se analizé
con SSCP; cada banda se consideré que correspondia
con una cadena de ADN duplex del fragmento de gene
p25.

El andlisis SSCP de variantes de secuencia de CTV
en T. citricida y A. spiraecola no mostraron un patrén
especifico que indicara una capacidad menor o mayor
de adquisicion de variantes genémicas de CTV, pero
parece colocar ambas especies vectoras en el mismo
nivel de capacidad, al menos en la etapa de adqui-
sicion (Cuadro 4 y 5), aunque hay evidencia de la
mayor eficiencia de T. citricida como vector (Huang
et al., 2005). No obstante, 7. citricida tuvo mayor
capacidad para adquirir el CSDaV que A. spiraecola
cuando el CTV estaba presente. Este resultado puede
indicar una posible funcién para el CTV como virus
auxiliar segin lo sugirieron Maccherroni et al. (2005),
pero no hay suficientes datos para comprobarlo. Si tal
condicién auxiliar existe, puede depender también de
las especies de afidos, siendo 7. citricida méas apta que
A. spiraecola. Aunque otras especies de afidos, como
A. gossypii, no pueden descartarse (Maccherroni et
al., 2005), la condicién de colonizacién efectiva de
citricos puede ser determinante en una posible interac-
cion CTV-CSDaV-vector.

Las tasas de deteccion de CSDaV fueron 48% y
88% menos efectivas en T. citricida y A. spiraecola,
que en CTV (Cuadro 3), demostrando que el dltimo
virus es mds abundante y eficientemente adquirido.

La transmisiéon de CSDaV por A. spiraecola s6lo
ha sido sugerida por Macherroni et al. (2005); ade-
m4s, la importancia de esta especie de afidos como
vector de CSDaV, si hay tal, podria ser relativamente
baja en el campo. Por ende, la atencion debiera cen-
trarse en 7. citricida en relacién a su funcion en la
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such helper condition does exist it may also depend
on the aphid species, being 7. citricida more suitable
than A. spiraecola. Although other aphid species, such
as A. gossypii, may not be ruled out (Maccherroni e?

MSC con la hipétesis del CSDaV. Esta hipétesis es
atractiva debido al hecho que el CSDaV estuvo aso-
ciado generalmente con afidos recolectados en huer-
tas con sintomas de MSC, incluso de algunos con

Table 4. Sequence variants of Citrus tristeza virus (CTV) and presence of Citrus sudden disease associated virus (CSDaV) in samples of
T. citricida collected in citrus orchards with citrus sudden death in Minas Gerais, Brazil, 2005.
Cuadro 4. Variantes de secuencia del Citrus tristeza virus (CTV) y presencia del Citrus sudden death-associated virus (CSDaV) en mues-
tras de T. citricida recolectadas en huertas de citricos con muerte sibita de citricos en Minas Gerais, Brasil, 2005.

Orchards

Samples FR1' UB1 FR5 FR2 FR4

CTV cSDav! CTV CSDaV CTV CSDaV CTV CSDaV CTV CSDaV
1 4 + 2a - 3 + 2 + 1 +
2 - - 2 - 2+1° + 2 + 3 +
3 3 - 2 - 3+1 +
4 3 + 2a -
5 2a + 2a -
6 2a + 3b +
7 2a - 3b -
8 2 + 2 -
9 2 + 3 -
10 2a + 2+1 -
11 3 -
12 2a +
13 3b +
14 2 -
15 3b +

* For orchard specific location see Table 1 < Para la localizacion especifica de las huertas, véase el Cuadro 1.

Y54 genomic variant of CSDaV < Cepa C54 del CSDaV.

$ Similar haplotypes among samples from the same orchard < Haplotipos similares entre muestras de la misma huerta.

P Presence of two stable conformations for one of the DNA strands < Presencia de dos conformaciones estables para una de las cadenas de
ADN.

Table 5. Sequence variants of Citrus tristeza virus (CTV) and presence of Citrus sudden disease associated virus (CSDaV) in samples of
A. spiraecola collected in citrus orchards with citrus sudden death in Minas Gerais, Brazil, 2005.
Cuadro 5. Variantes de secuencia del Citrus tristeza virus (CTV) y presencia del Citrus sudden death-associated virus (CSDaV) en mues-
tras de A. spiraecola recolectadas en huertas de citricos con muerte sibita de citricos en Minas Gerais, Brasil, 2005.

Orchards

Samples PR1T CG2 FR2 FR3

CTV cSDav’ CTV CSDaV CTV CSDaV CSDaV

- 2+1

W W W
'

— = 0 003 W kAW -

0
1

T For orchard specific location see Table 1 < Para la localizacion especifica de las huertas, véase el Cuadro 1.

Y54 genomic variant of CSDaV < Cepa C54 del CSDaV.

$ Similar haplotypes among samples from the same orchard < Haplotipos similares entre muestras de la misma huerta.

P Presence of two stable conformations for one of the DNA strands < Presencia de dos conformaciones estables para una de las cadenas de
ADN.
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al., 2005), the effective citrus colonizing condition
may be determinant in a possible CTV-CSDaV-vector
interaction.

CSDaV detection rates were 48% and 88% less
effective in 7. citricida and A. spiraecola, than that of
CTV (Table 3), evidencing that the later virus is more
abundant and maybe efficiently acquired.

The transmission of CSDaV by A. spiraecola
has only been suggested (Macherroni et al., 2005);
besides the importance of this aphid species as a
vector of CSDaV, if any, could be relatively low at
field level. Thus focus should be placed in T. citricida
regarding its role on CSD under the hypothesis of
the CSDaV. This hypothesis was appealing due to the
fact that CSDaV was in general associated with aphids
collected from orchards with CSD symptoms, even
from those sub-grafted with Citrus reshni (Hort.) that
did not cause symptoms remission as expected (PR1),
such as samples 11 and 12 (Figure 1). None aphid
sample from S3o Paulo, free of CSD, showed positive
to CSDaV.

Similarly, samples 1, 3, and 4 of T. citricida
from an orchard with all trees symptomatic to CSD
(FR1) were positive for CSDaV. Sample 7 positive
for CSDaV and collected from a one year established
orchard (CG2), without CSD symptoms but surrounded
by plots with CSD symptoms, could provide evidence
of the role of CSDaV in the etiology of CSD disease
and its transmission to new plantations. In the
Uberlandia orchard (UB1) FUNDECITRUS’s where

sub-injertos de Citrus reshni (Hort.) que no causaron
remision de sintomas como se esperaba (PR1), como
las muestras 11 y 12 (Figura 1). Ninguna muestra
de afidos de Sao Paulo, libre de MSC, fue positiva
para CSDaV.

Similarmente, las muestras 1, 3 y 4 de 7. citricida
de una huerta con todos los 4rboles sintoméaticos para
MSC (FR1) resultaron positivos para CSDaV. La
muestra 7 positiva para CSDaV y recolectada de una
huerta establecida durante un afio (CG2), sin sinto-
mas de MSC pero rodeado por parcelas con sintomas
de MSC, podria proporcionar evidencia de la funcién
del CSDaV en la etiologia de la enfermedad MSC y
su transmisiéon a nuevas plantaciones. En la huerta
de Uberlandia (UB1), donde los técnicos de FUN-
DECITRUS clasificaron los arboles en funcién de la
severidad de la MSC, segin Roméan et al. (2004), no
hubo asociacién especifica de los patrones de SSCP
con la severidad de MSC pero evidencié una mayor
complejidad.

Una muestra recolectada de un arbol con un grado
de severidad 1 (pérdida de turgencia y brillo de las ho-
jas) tenia dos variantes de secuencia de CTV, mientras
que una muestra con mayor severidad (2) tenia tres
variantes de secuencia de CTV. Otras muestras con la
misma severidad mostraron dos variantes de secuen-
cia y otras dos muestras asintomdticas mostraron una
variante de secuencia sencilla.

Un problema en asociar el CSDaV con la MSC
fue que no se encontrd correlacion entre la presencia

Aphids sampled in orchards with CSD
7

Aphids sampled in orchards with CSD

16 17 18 19

20 21 22

Figure 1. SSCP profiles for a portion of the p25 gene of CTV (CPK) present in aphids. Samples 1 to 7
are T. citricida, 8 to 13 are A. spiraecola from orchards with CSD. Samples 14 and 15 are A.
spiraecola, 16 to 22 are T. citricida from orchards without CSD.

Figura 1. Perfiles SSCP para una porcion del gene p25 del CTV (CPK) presente en ifidos. Las muestras
1 a7 son T. citricida, 8 a 13 son A. spiraecola de huertas con MSC. Las muestras 14 y 15 son A.
spiraecola, 16 a 22 son T. citricida de huertas sin MSC.
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technicians classified the trees in function of CSD
severity according to Roman ef al. (2004), there was
no specific association of SSCP profiles with CSD
severity other than higher complexity.

A sample collected from a tree rated with severity-
1 (loss of swelling and shine in leaves) had two CTV
sequence variants, while a sample with greater severity
(2) had three CTV sequence variants. Other samples
with the same severity showed two sequence variants
and another two asymptomatic samples showed a
single sequence variant.

A drawback in associating CSDaV with CSD was
that no correlation was found among CSDaV presence
in all aphid samples collected from symptomatic plants.
Yet the presence of this virus in possible vectors
provides more elements to understand the behavior
of the disease and seem to reduce the feasibility of
the hypothesis of a mutant CTV isolate as the cause
of CSD. Besides, CSDaV haplotypes homogenecity,
even among samples from different orchards, may
suggest the recent development or establishment of
this virus, since only a small variability was found.

If in fact the putative agent is aphid or winged
vector transmitted as the epidemiological data suggest
(Bassanezi et al., 2003; Roman et al., 2004), then
the vector system should be exploited to support
the CSD etiology. But in order to confirm the
mutant CTV isolate inducing CSD hypothesis, more
studies are needed where CTV profiles are analyzed
simultaneously in aphids and the shoot where aphids
are collected due the uneven distribution of this virus.
In our study, only two pairs of primers and seven
probes for the p25 genomic region of CTV were used.
Probably other genomic regions may provide more
insight results and additional studies with molecular
and biological approaches should be conducted, since
CTV haplotype complexity was lower on the vector
than that on the plant (Rivas ef al., 2008) confirming
our assumption for the study.

CONCLUSIONS

SSCP analysis of Citrus tristeza virus sequence
variants present in 7. citricida and A. spiraecola,
sampled from citrus sudden death symptomatic or
asymptomatic trees but endemic to CTV, did not show
a relation between patterns. Therefore a mutant CTV
isolate inducing CSD hypothesis was not confirmed.

In contrast, Citrus sudden death-associated virus
was in general also detected in both aphid species
sampled on trees from citrus regions with presence
of citrus sudden death. Thus the CSDaV hypothesis
could be more feasible. However, detection was 48
(T. citricida) and 88% (A. spiraecola) lower than that

de este virus en todas las muestras de 4fidos recolec-
tadas de plantas sintomaticas. No obstante, la presen-
cia de este virus en potenciales vectores proporciona
mas elementos para comprender el comportamiento
de la enfermedad y parece reducir la viabilidad de
la hipétesis de una variante mutada de CTV como
la causa de la MSC. Ademads, la homogeneidad de
haplotipos de CSDaV, aun entre muestras de huertas
distintas, sugiere el desarrollo reciente o estableci-
miento de este virus, dado que s6lo se encontrd poca
variabilidad.

Si el agente putativo es en realidad transmitido por
un afido o vector alado, como sugieren los datos epi-
demioldgicos (Bassanezi et al., 2003; Roman et al.,
2004), entonces el sistema vector debiera explotarse
para apoyar la etiologia de la MSC. Para confirmar la
hipétesis de la mutacién del CTV en la induccién de
MSC, se requieren mas estudios para analizar patro-
nes de secuencia del CTV simultdneamente en afidos
y en el brote respectivo de recolecciéon debido a la
distribucion heterogénea del virus. En nuestro estudio,
se usaron s6lo dos pares de iniciadores y siete sondas
para la region gendémica p25 del CTV. Probablemen-
te otras regiones gendémicas proporcionen resultados
complementarios y se requieran estudios adicionales
con enfoques molecular y biol6gico, dado que la com-
plejidad de haplotipos de CTV fue menor en el vector
que en la planta (Rivas et al., 2008), conformando lo
supuesto en este trabajo.

CONCLUSIONES

El andlisis SSCP de las secuencias de las varian-
tes del Citrus tristeza virus presentes en 7. citricida
y A. spiraecola, tomadas de muestras de arboles sin-
tomaticos o asintomaticos para la muerte subita de
citricos pero endémicos al CTV no mostraron una
relacién entre los patrones. Por tanto, no se confirmé
la hipétesis de que una mutante de CTV pueda indu-
cir la MSC.

Por el contrario, el Citrus sudden death-associated
virus generalmente se detectd en ambas especies de
afidos recolectados de arboles de regiones citricolas
con presencia de muerte stbita de los citricos. Por
ende, la hipdtesis del CSDaV parece ser més viable.
Sin embargo, su deteccion fue 48 (7. citricida) y 88 %
(A. spiraecola) menor que la de CTV. Por tanto, con
escenario del CSDaV, la alta intensidad epidémica de
MSC podria explicarse como un sistema de interac-
ciéon CTV-CSDaV-vector.

—Fin de la version en Espaniol—
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of CTV. Therefore, under the CSDaV scenario, the
high CSD epidemic intensity could be explained for a
CTV-CSDaV-vector interaction system.
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