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RESUMEN

En el manejo de la tristeza de los citricos se ha recurrido a
patrones tolerantes, pero tienen menor plasticidad que C.
aurantium y la proteccién cruzada es superada en ocasiones
por variantes mds severas. Una alternativa puede ser plantas
transgénicas con resistencia derivada del patégeno (PDR por
sus siglas en ingles). Para evaluar la PDR conferida con la
transgénesis plantas de Citrus paradisi y C. aurantifolia,
transformadas via Agrobacterium tumefaciens y A. rhizogenes
con el gen p25 del Citrus tristeza virus (CTV), fueron mul-
tiplicadas en C. aurantium y C. volkameriana e inoculadas
por injerto y transmisién con Aphis gossypii con aislamientos
mexicanos de CTV para determinar su resistencia. El disefio
experimental usado fue completamente al azar en un arreglo
en factorial con tres repeticiones por tratamiento. El compor-
tamiento de las plantas, evaluado por PCR en tiempo real
con SYBR-green para el gen p18, indicé que 90 d después de
la inoculacién las transgénicas de C. paradisi tuvieron menor
concentracién del virus que las no transformadas, mientras
que C. aurantifolia permitié una replicacién similar a las
plantas no transformadas. Comportamiento similar se obser-
v6 in vitro con los mismos materiales. El andlisis de los resul-
tados sugiere una posible resistencia derivada del patégeno

en las lineas de pomelo transgénicas evaluadas.
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ABSTRACT

In citrus tristeza management tolerant rootstocks have been
used, but have less plasticity than C. aurantium, and cross-
protection sometimes is overcome by more severe variants.
An alternative may be transgenic plants with pathogen-
derived resistance PDR. To evaluate the conferred PDR with
transgenesis plants of Citrus paradisi and C. aurantifolia,
transformed via Agrobacterium tumefaciens and A. rhizogenes
with the p25 gene of the Citrus tristeza virus (CTV),
were multiplied in C. awrantium and C. volkameriana
and inoculated by grafting and with Aphis gossypii using
Mexican isolates of CTV to determine their resistance. The
experimental design was completely randomized in a factorial
arrangement with three replicates by treatment. The plant
behavior, evaluated by real-time PCR with SYBR® Green for
the p18 gene, indicated that 90 d after inoculation, the C.
paradisi transgenics had lower virus concentration than those
non-transformed, while C. aurantifolia allowed replication
similar to non-transformed plants. Similar behavior was
observed in vitro with the same materials. The analysis of
results suggest a possible pathogen-derived resistance in the

transgenic grapefruit lines evaluated.

Key words: pathogen-derived resistance, transgenic citrus, real-

time PCR, viral quantification.
INTRODUCTION

he genetic transformation of citrus species
in order to confer resistance to Citrus tristeza
virus (CTV) is an option to conventional
improvement due to the control in the process of
incorporating a gene of interest (Gutiérrez-E. ez

al., 1997; Pérez-Molphe-Balch and Ochoa-Alejo,
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INTRODUCCION

a transformacion genética de especies citri-

colas, con el propésito de conferir resistencia

al Citrus tristeza virus (CTV), es una opcidén
para el mejoramiento convencional debido al con-
trol en el proceso de incorporacién de un gen de
interés (Gutiérrez-E. et al., 1997; Pérez-Molphe-
Balch y Ochoa-Alejo, 1998; Dominguez ez al.,
2002). Por razones de bioseguridad, la evaluacién
de la resistencia en transgénicos se ha realizado en
condiciones confinadas, lo que limita reproducir el
proceso natural de infeccién por vectores y contro-
lar la carga de inéculo via injerto. En consecuencia,
los resultados no han sido concluyentes y la posible
resistencia conferida es superada debido al método
de inoculacién (Dominguez ez al., 2002; Febres ez
al., 2008).

En México, el uso de materiales transgénicos estd
sujeto a regulacion oficial (Diario Oficial de la Fede-
racién, 2005). Por tanto, una alternativa para evaluar
la PDR conferida es la cuantificacién de la expresién
del gen de interés por medio de técnicas moleculares
especificas o por métodos cuantitativos.

El grupo interdisciplinario de citricos del Colegio
de Postgraduados ha generado plantas transgénicas
con el gen p25, doble construccién de las expresio-
nes proteicas p25 y p27, y el extremo 3’ tanto en
sentido como en antisentido del genoma del CTV
(Palacios-Torres et al., 2001), las cuales se han corro-
borado mediante PCR y anilisis Southern pero no
en condiciones de infeccidn inducida. El objetivo de
este estudio fue evaluar la resistencia a la infeccién/
replicacién del CTV en plantas transformadas gené-
ticamente con el gen p25 (capa proteica) en dos li-
neas de pomelo (Citrus paradisi Macf.) cv. Star Ruby
y una seleccién de limén mexicano [Citrus auranti-
folia (Christm.) Swing] mediante injerto y el vector
Aphis gossypii, usando PCR en tiempo real para cuan-
tificar el nivel replicativo del virus. La hipétesis fue
que las plantas transgénicas podrdn impedir o reducir

la replicacién del CTV.
MATERIALES Y METODOS
Material evaluado

Segmentos de pléntulas de pomelo cv. Star Ruby se ino-

cularon con la cepa EHA 101 de Agrobacterium tumefaciens, la
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1998; Dominguez ez al., 2002). For bio-security
reasons, evaluation of transgenic resistance has been
carried out in confined conditions, which do not
reproduce the natural process of infection by vectors
and fails to control the inoculum load via grafting.
Consequently, results have been inconclusive and
the possible resistance conferred is overcomed due to
the method of inoculation (Dominguez ez al., 2002;
Febres et al., 2008).

In México, the use of transgenic materials is
regulated by official policies (Diario Oficial de la
Federacién, 2005). As an alternative to evaluate the
conferred PDR is the quantification of the expression
of the gene of interest by using specific molecular
techniques or by quantitative methods.

The interdisciplinary group of citrus of the
Colegio de Postgraduados has generated transgenic
plants with the p25 gene, double construction of
the protein expressions p25 and p27, and the 3’end
in both sense and antisense of the CTV genome
(Palacios-Torres ez al., 2001). These plants have been
corroborated through PCR and Southern analysis
but not under conditions of induced infection.
The aim of this study was to evaluate the resistance
to infection/replication of CTV in genetically
transformed plants with the p25 gene (coat protein)
in two lines of grapefruit (Citrus paradisi Mact.) cv.
Star Ruby and a selection of Mexican lime [Citrus
aurantifolia (Christm.) Swing] by grafting and the
vector Aphis gossypii, using real-time PCR to quantify
the replication level of virus. The hypothesis was that
transgenic plants will be able to prevent or reduce the

replication of CTV.
MATERIALS AND METHODS
Evaluated material

Segments of grapefruit seedlings cv. Star Ruby were
inoculated with the EHA 101 strain of Agrobacterium tumefaciens,
which included the plasmid pGA482GG with genes gus, nptll,
gentamicin, and p25 of CTV obtained from theT-36 isolate of
severe symptoms and native of Florida (Gutiérrez ez 4l., 1997).
The regenerated shoots were evaluated to detect the transgenic
ones (Palacios-Torres et al., 2001).

Besides, Mexican lime segments were inoculated with
the A4 strain of A. rhizogenes using the procedure of Pérez-
Molphe-Balch and Ochoa-Alejo (1998). In this case the strain
included the binary plasmid pGA482GG-B249CP, with the
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cual incluy¢ el pldsmido pGA482GG con los genes gus, npAl,
gentamicina y p25 del CTV obtenidos del aislamiento T-36 de
sintomatologfa severa y originario de Florida (Gutiérrez e /.,
1997). Los brotes regenerados fueron evaluados para detectar los
transgénicos (Palacios-Torres ez al., 2001).

Ademis, se inocularon segmentos de limén mexicano con
la cepa A4 de A. rhizogenes mediante el procedimiento de Pérez-
Molphe-Balch y Ochoa-Alejo (1998). En este caso la cepa in-
cluy6 el plidsmido binario pGA482GG-B249CED, con los genes
de npdl, gusy el gen p25 del aislamiento B-249 originario de
Venezuela y que causa picado de tallo (Febres et al., 2003).

De las plantas transgénicas obtenidas se eligieron dos lineas
de pomelo cv. Star Ruby (CpP1 y CpP2) y una de limén mexi-
cano (CpL) con acumulacién de proteina producto del gen de
la capa proteica y una copia de T-ADN detectados en anilisis
Western y Southern. Plantas de pomelo (P) y limén mexicano
(L) sin transformar se incluyeron como testigos en el ensayo de
inoculacién. También se incluyeron testigos sin transformar y sin

inocular de pomelo (Psi) y limén (Lsi).
Inoculacién in vitro de plantas transgénicas

Un total de 60 explantes de CpP1, CpP2, CpL, Py L (12
secciones de tallo por cada uno), desinfectados, sin hojas y con
una yema se sembraron en tubos con 50 mL de medio semisélido
Murashige y Skoog (1962).

Una vez que se obtuvo la brotacién, cada explante se ino-
culé por injerto de una porcién de tallo de material infectado
con aislamiento severo de CTV con baja prevalencia (GIIC-
Taml) y no severo de alta prevalencia (GIIC-Tam2) en Ta-
maulipas (Loeza-Kuk ez /., 2005). El material in vitro se incu-
bé a 23-25 °Cy 16 h luz. La evaluacién de la transmisién del
CTV fue 21 d después de la inoculacién (DDI) por RT-PCR
para p18 con ARN extraido de tejido de brotes provenientes de
tallos con el injerto vivo. Luego, se retiré el segmento injertado
en los explantes positivos y se evaluaron a los 60 DDI con RT-

PCR y PCR en tiempo real.
Inoculacién de plantas transgénicas en invernadero

La inoculacién de plantas transgénicas se efectud por injer-
to y con 4fidos. Porciones de CpP1, CpP2, CpL, P y L fueron
injertadas sobre C. aurantiumy C. volkameriana y mantenidas
en invernadero a 15 a 33 °C. Tres plantas de cada combinacién
con brotes de 30 a 50 cm se inocularon por injerto de corteza
(0.5 cm?) de Citrus sinensis infectado con GIIC-Tam1 y GIIC-
Tam?2, segun los tratamientos indicados en el Cuadro 1, con
un disefio completamente al azar con arreglo factorial. La carga

viral se determiné mediante PCR en tiempo real.

npdl, gus genes and the p25 gene of the B-249 isolate native
from Venezuela which causes stem pitting (Febres e al.,
2003).

From de transgenic plants obtained, two lines of grapefruit
cv. Star Ruby (CpP1 and CpP2) and one of a Mexican lime
(CpL) were chosen with protein accumulation product of
the coat protein gene and a copy of T-DNA detected in the
Western and Southern analysis. Untransformed grapefruit
(P) and Mexican lime (L) plants were included as controls
in the test of inoculation. Control untransformed plants of
grapefruit (Psi) and lime (Lsi) and without inoculation were

also included.
In vitro inoculation of transgenic plants

A total of 60 explants of CpP1, CpP2, CpL, P and L (12
stem segments each) disinfected, without leaves and with a
bud were planted in tubes with 50 mL of semisolid medium
Murashige and Skoog (1962).

Once shoots were developed, each explant was inoculated
by grafting a stem segment of plant harbouring a severe isolate
of CTV with low prevalence (GIIC-Taml) and another mild
isolate with high prevalence (GIIC-Tam2) in Tamaulipas
(Loeza-Kuk ez al., 2005). The in vitro material was incubated
at 23-25 °C and 16 h light. The evaluation of the transmission
of CTV was 21 d after inoculation (DAI) by RT-PCR for
p18, using as template RNA extracted from shoots tissue from
stems with the grafting tissue alive. Subsequently, the segment
grafted in the positive explants was withdrawn and at 60 DAI
the explants were evaluated with RT-PCR and real-time PCR.

Inoculation of transgenic plants under greenhouse condition

Inoculation of transgenic plants was carried out by grafting
and aphids. Portions of CpPl, CpP2, CpL, P and L were
grafted on C. aurantium and C. volkameriana and maintained
in greenhouse at 15 to 33 °C. Three plants of each combination
with shoots of 30 to 50 cm were inoculated by bark grafting
0.5 sz) of Citrus sinensis infected with GIIC-Tam1 and
GIIC-Tam2, according to the treatments listed in Table 1, with
a completely randomized design with a factorial arrangement.
The viral load was determined by real-time PCR.

Aphis gossypii inoculation was carried out with 30 adult
apterous, fed on C. sinensis infected with CTV and placed
on each recipient plant with tender leaves; the viral load was
quantified in parallel in groups of 30 aphids fed on the same
viral source. Aphids were removed after 5 DAI with methyl
parathion (2 mLL™Y). The inoculated plants were confined in

the greenhouse.
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Cuadro 1. Tratamientos para evaluar resistencia al Citrus tristeza virus en plantas transgénicas de pomelo y limén mexicano

inoculados con dos aislamientos de CTV.

Table 1. Treatments to evaluate resistance to Citrus tristeza virus in transgenic plants of grapefruit and Mexican lime inoculated

with two CTV isolates.

Portainjerto
Materiales C. aurantium (Ca) C. volkameriano (Cv)
Injerto(I) Afido (A) Injerto Afido

cpp1? X X X X
Cpp2’ X X X X
Pomelo (P) X X X X
cpLf X X

X X

Limén Mexicano (L)

T CpP1, CpP2 y CpL: pomelo cv. Star Ruby y limén mexicano transformados con el gen p25 del CTV; Py L: material no transformado
% CpP1, CpP2 and CpL: cv. Grapefruit Star Ruby and Mexican lime transformed with the p25 gene of CTV; P and L: untransformed

material.

La inoculacion con Aphis gossypii fue con 30 adultos dpteros,
alimentados en C. sinensis infectadas con CTV y colocados en
cada planta receptora con hojas tiernas; paralelamente se cuan-
tificé la carga viral en grupos de 30 4fidos alimentados sobre la
misma fuente viral. Los pulgones fueron eliminados a los 5 DDI
con paratién metilico (2 mLL™Y). Las plantas inoculadas se con-

finaron en invernadero.
Deteccién del CTV en plantas inoculadas en invernadero

Alos 75 DDI se procesé tejido foliar para evaluar la efecti-
vidad de la inoculacién por la multiplicacién del virus. Se usé
inmunocaptura-reverso transcripcién-reaccién en cadena de la
polimerasa (IC-RT-PCR) siguiendo el protocolo de Yokomi y
DeBorde (2005), con los iniciadores p18f (5" TTCTATCGG-
GATGGTGGAGT3’) y pl8r (5GACGAGATTATTACA-
ACGG3’) que flanquean al gen p18 del CTV (Sambade ez 4/,
2002). Después de sensibilizar y lavar los tubos, en cada uno
se agregaron 45 uL de la mezcla de disrupciéon [50 mM KCl,
20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 10 mM DTT, 2.5 mM MgCl,,
100 uM dNTPs y 1 ng de cada iniciador] y se incubaron en
el termociclador Touchgene Gradient (Techne) a 70 °C por 5
min. Después se enfriaron y se agregaron 5 uL de la mezcla:
RNAseout 10U (Invitrogen), 50U de MMLV-RT y 1.25U de
Taq DNA polimerasa (Promega Corp. Madison, WI). La RT-
PCR se realizd con el siguiente programa: 1 h a 42 °C, 35 ciclos
de 305294 °C,30sa55°Cy40sa74 °C seguidos de 5 min
a 74 °C. Los productos de la reaccion de 424 pb se visualizaron
en geles de agarosa al 1.5 % tefiidos con bromuro de etidio en
un fotodocumentador (UVP Epichem II) (Yokomi y DeBorde,
2005).
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Detection of CTV in plants inoculated in greenhouse

At75 DAl leaf tissue was processed to evaluate the effectiveness
of inoculation by multiplication of virus. Immunocapture-reverse
transcription- polymerase chain reaction (IC-RT-PCR) was used
following the protocol of Yokomi and DeBorde (2005), with the
primers p18f (5" TTCTATCGGGATGGTGGAGT3") and p18r
(5"GACGA-GATTATTACAACGGS3’) flanking the p18 gene of
CTV (Sambade et 4l., 2002). After tubes were coated and washed,
each was added 45 uL of the mixture of disruption [50 mM KCl,
20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 10 mM DTT, 2.5 mM MgCl,, 100
uM dNTPs and 1 ng of each primer] and were incubated in the
Techne Touchgene Gradient thermal cycler at 70 °C for 5 min.
Then they were cooled and added 5 L of the mixture RNAseout
10U (Invitrogen), 50U of MMLV-RT and 1.25U of Tag DNA
polymerase (Promega Corp. Madison, WI). The RT-PCR was
petformed with the following program: 1 h at 42 °C, 35 cycles of
30 s at 94 °C, 30 s at 55 °C and 40 s at 74 °C followed by 5 min
at 74 °C. The reaction products of 424 bp were analyzed in 1.5
% agarose gels stained with ethidium bromide with an Epichemi
II Darkroom (UVP Imaging) (Yokomi and DeBorde, 2005).

Analysis of resistance

Once positive plants to transmission of CTV were detected,
total RNA extraction with Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
USA) from 100 mg of young shoots sampled at two sites of
the plant canopy was carried out. The manufacturer’s protocol
was followed with an additional wash at 75 % ethanol and
re-suspended in 50 uL of distilled water treated with 0.01 %
diethylpyrocarbonate.
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Andlisis de resistencia

Una vez detectadas plantas positivas a la transmisién de
CTV, se realizé la extraccién de ARN total con Trizol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, USA) en 100 mg de brotes tiernos mues-
treados en dos sitios del dosel de la planta. Se siguié el protocolo
del fabricante con un lavado adicional de etanol al 75 % y resus-
pendido en 50 uL de agua destilada tratada con dietilpirocarbo-
nato al 0.01 %.

El cADN se sintetizé con 4 ug de RNA cuantificado por
UV-espectrofotometria (NanoDrop-1000 Spectrophotome-
ter). El ARN cuantificado se estandarizé a 11 uL y se calenté
10 min a 70 °C junto con 10 mM de dNTPs y 500 ng de
hexdmeros aleatorios. Los tubos se colocaron en hielo y se adi-
cionaron 7 uL de la mezcla de reaccién para un volumen total
de 20 uL que contenfa 50 mM Tris-HCI, pH 8.3, 75 mM
KCl, 3 mM MgCl, y 10 mM de DTT. Los tubos se incubaron
a temperatura ambiente (20 °C) por 10 min y después por 50
min a 42 °C.

Para evaluar la replicacién viral que permitié el material
transgénico a través del nimero de copias de genomas virales
presentes en las muestras, se elabordé una curva de estandariza-
cién externa con el producto de PCR del gen pl8 purificado
por columnas siguiendo el protocolo del fabricante (Qiaquick
PCR Purification) y cuantificado por UV-espectrofotometria
(Swillens et al., 2004). Las diluciones seriales se realizaron con el
programa MB Advanced DNA Analysis para determinar el peso
de un pmol del fragmento en 0.258232 ug en su conformacién
bicatenaria (0.258232x107 12 g mol™1), mismo que contuvo
1.555% 1011 moléculas de acuerdo con la constante de Avoga-
dro (6.023%1023 moléculas mol™!). Con estos datos se aplicé
la siguiente férmula: (concentracién en ng de la muestra UV-
espectrofotometria X pmoles ,ug_l)(l/IOOO ng ,uL_I) (ntmero
de particulas en 1 pmol), para determinar el nimero de parti-
culas presentes en la muestra purificada y realizar las diluciones
pertinentes para obtener concentraciones de 4%10° a 4x10"
fragmentos de p18.

La PCR en tiempo real se realizd con el kit platinum
SYBR green qPCR supermix UDG (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se utilizaron 12.5 uL de SYBR
mix, 0.5 uL del colorante ROX, 100 ng de iniciadores para
p18y 2 uL del producto de cADN por cada reaccién en volu-
men de 25 uL. Las reacciones se hicieron en un termociclador
Rotor-Gene 3000 (Corbett Research). Los tubos estuvieron 2
min a 50 °C, 2 min a 95 °C, 35 ciclos de 155294 °C, 30 s a
55°Cy40sa72°C, 5 mina72°Cy finalmente un calenta-
miento progresivo para generar una curva de disociacion. En
cada reaccién, las muestras se analizaron por triplicado junto

con una muestra de concentracidén conocida para ajustar la

The ¢cDNA was synthesized with 4 ug of quantified
RNA by an (NanoDrop-1000
Spectrophotometer). Quantified RNA was standardized at 11
uL and was heated at 70 °C for 10 minutes with 10 mM of
dNTPs and 500 ng of random hexamers. The tubes were placed

UV-spectrophotometry

on ice and it was added 7 uL of the reaction mixture to obtain
a total volume of 20 L which contained 50 mM Tris-HCI, pH
8.3,75 mM KCl, 3mM MgCl, and 10 mM of DTT. Tubes were
incubated at room temperature (20 °C) for 10 min and later for
50 min at 42 °C.

To estimate the viral replication which allowed the
transgenic material, through the number of copies of viral
genomes present in the samples, a standard curve was prepared
with the PCR product of the purified p18 gene by columns
following the manufacturer’s protocol (The QIAquick PCR
Purification) and quantified by UV-spectrophotometry (Swillens
et al., 2004). The serial dilutions were carried out using the
MB Advanced DNA Analysis program to determine the pmol
weight of a fragment in 0.258232 ug in its double-stranded
conformation (0.248232X10-12 g mol_l, same that contained
1.555% 1011 molecules according with the Avogadro constant
(6.023% 1023 molecules mol ™). With these data the following
formula was applied: (concentration in ng of the sample UV-
spectrophotometry X pmols™') (1/1000 ng #L~") (number
of particles in 1 pmol), to determine the number of particles
present in the purified sample and making dilutions pertinent to
obtain concentrations from 4x10” to 4x 10! fragments of p18.

The real-time PCR was performed with Platinum SYBR
green qPCR kit Supermix UDG (Invitrogen) following the
manufacturer’s instructions. A mixture containing 12.5 uL of
SYBR mix, 0.5 uL of ROX dye, 100 ng of primers for p18 and
2 uL of cDNA product for each reaction in a final volume of 25
uL were used. The reactions were done in a thermal cycler Rotor-
Gene 3000 (Corbett Research). The tubes underwent cycles of 2
min at 50 °C, 2 min at 95 °C, 35 cycles of 15s at 94 °C, 30s at
55 °C and 40 s at 72 °C, 5 minutes at 72 °C and finally a gradual
warming to generate a melting curve. In each reaction, samples
were analyzed in triplicate together with a sample of known
concentration to adjust the efficiency and use the parameters of

the standard curve.
REesuLTs AND DiscussioN

In the in vitro assay, 23 grafts (38 %) survived.
Detection of CTV transmission by RT-PCR for p18
indicated 23 % of explants infected at 21 DAI. The
positive ones in conventional RT-PCR were evaluated
by real-time PCR. The standard curve indicated
that up to 400 copies of pl18 could be quantified

LOEZA-KUK et 4l. 59
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eficiencia y usar los pardmetros de la curva de estandarizacion

externa.

REesuLTADOS Y DISCUSION

En el ensayo in vitro, sobrevivieron 23 injertos
(38 %). La deteccién de la transmisién del CTV
con RT-PCR para p18 indic6 23 % de explantes in-
fectados a los 21 DDI. Los positivos en RT-PCR de
punto final se evaluaron por PCR en tiempo real. La
curva de estandarizacién indicé que se pudo cuan-
tificar hasta 400 copias de p18 (nimero tedrico de
particulas virales, Figura 1). Con concentraciones
menores la cuantificacidn no fue precisa. Este com-
portamiento pudo deberse a variaciones entre la ali-
neacién inicial de los iniciadores y de las secuencias
objetivo (Wong y Medrano, 2005).

En otros estudios de cuantificacién viral, los re-
sultados fueron reproducibles y exactos, sin embar-
go, se usaron sondas Tagman (Olmos ez /., 2005)
que poseen una especificidad mayor. Pero en la
cuantificacién del Cucumber vein yellow virus con
SYBR-green, durante su replicacién no se generan
otros tipos de ARN (dRNAS, sgRNAs) como en el
CTV (Hilf ez al., 1995). Sin embargo, se ha cuanti-
ficado de este virus en plantas y 4fidos con la regién
no traducible 3’ (Bertolini ez al., 2008).

En este estudio, los brotes transgénicos y no
transgénicos permitieron la replicacién viral, aun-
que no se observaron sintomas imputables al virus.
Sin embargo, el limén mexicano (L) y pomelo (P)

25
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(theoretical number of viral particles, Figure 1).
With lower concentrations quantification was not
accurate. This behavior could be due to variations
between the initial alignment of the primers and the
target sequences (Wong and Medrano, 2005).

In other studies of viral quantification, results
were reproducible and accurate, however, Tagman
probes were used (Olmos ez al., 2005) that have
greater specificity. But in the quantification of the
Cucumber vein yellow virus with SYBR-green, during
its replication does not generate other types of RNA
(dRNAs, sgRNAs) as in the CTV (Hilf ez al., 1995).
However, this virus has been quantified in plants and
aphids with the untranslatable region 3 (Bertolini ez
al., 2008).

In this study, the transgenic and non-transgenic
shoots allowed viral replication, although no
symptoms attributable to the virus were observed.
However, Mexican lime (L) and grapefruit (P)
had higher accumulation of viral chains than their
transgenic counterparts (CpLNS and CpPINS,
Figure 2). The threshold cycle (Ct) of each group,
decreased with days after inoculation (21 to 60
DAI). In some samples of CpP it was found that
the concentration did not increase proportionally to
higher DAI (Figure 2). In the uninoculated control
(Lsi), Ct reduction was observed in fluorescence
recorded by the device which corresponded to
dimmers and not to amplification.

Under greenhouse conditions, due to the
number of individuals not infected in two attempts

Figura 1. Amplificacién a diferentes diluciones del gen p18 del Citrus tristeza virus. Las diluciones representan concentraciones
de 4x10%a4x10% amplificadas con SYBR-green en PCR en tiempo real (A). Explante de CpL inoculado con CTV (B).
Explante de CpP1 inoculado con CTV (C). e: explante; i: in6culo.

Figure 1. Amplification at serial dilutions of p18 gene of Citrus tristeza virus. Dilutions represent concentrations of 410>
to 4X10® amplified with SYBR-green in real time PCR (A). CpL explant inoculated with CTV (B). CpP1 explant

inoculated with CTV (C). e: explant; i: inoculum.
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tuvieron mayor acumulacién de cadenas virales que
sus contrapartes transgénicas (CpLNS y CpP1INS,
Figura 2). El ciclo umbral de deteccién (Ct) de cada
grupo disminuyé con los dias después de la inocula-
cién (de 21 a 60 DDI). En algunas muestras de CpP
se detect6 que la concentracién no aumenté propor-
cionalmente a mayor DDI (Figura 2). En el testigo
sin inocular (Isi), se observé reduccién de Ct en la
fluorescencia registrada por el aparato que correspon-
dié a dimeros y no a amplificacién.

En condiciones de invernadero, debido al nu-
mero de individuos no infectados en dos intentos
de inoculacién, los resultados sélo se analizaron con
los promedios y la desviacién esténdar. En este caso,
la carga viral o nimero de copias de la porcién injer-
tada del aislamiento no severo y severo fue 4, 125,
443+1.04x10%y de 125, 215+2.91X10°. En 4fi-
dos alimentados en plantas infectadas, la carga viral
fue 27 y 64 copias para los aislamientos en el mismo
orden. Sin embargo, la curva de disociacién indicé
que este ultimo resultado no fue producto de am-
plificacién.

Las dos lineas transgénicas de pomelo (CpP1 y
CpP2) inoculadas por injerto acumularon menos
particulas virales en ambos aislamientos que las plan-
tas testigo (Cuadro 2). Esto sugiere que las plantas

of inoculation, the results were only analyzed with
the averages and standard deviation. In this case,
the viral load or number of copies of the grafted
portion of non-severe and severe isolates was 4,
125, 443£104x10° and of 125, 215+2.91x10°.
In aphids fed on infected plants, viral load was 27
and 64 copies for the isolates in the same order.
However, the melting curve indicated that this last
result was not product of amplification.

The two transgenic lines of grapefruit (CpP1
and CpP2) inoculated by grafting accumulated
less viral particles for both isolates than the control
plants (Table 2); which suggest that transformed
plants affect negatively the virus replication
without having clear the mechanism of action.
This result is consistent with that reported by
Febres ez al. (2008) in grapefruit plants inoculated
with a severe isolate and confirmed by DAS-ELISA
and RT-PCR.

The transgenic lime presented a
concentration of viral particles than the non-
transgenic lime; but the difference was smaller than
in grapefruit. It is emphasized that the non-severe
isolate had a higher accumulation in lime, possibly
by absence of homology between the sequence
inserted into the plant (p25 gene of T36) and that

lower
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Figura 2. Numero de cadenas (media geométrica de copias: copias MG) virales del CTV en lineas de pomelo (CpP) y limén
mexicano transgénicas (CpL) y no transgénicas (P y L) inoculadas por injerto iz vitro con un aislamiento severo (GIIC-
Tam1;T1) y no severo (GIIC-Tam2;T2), determinadas por PCR en tiempo real con SYBR-green para el gen p18 del
CTV alos 21 (1) y 60 (2) DDL. Isi: explante de limdn sin injertar. Ct: ciclo umbral de deteccién.

Figure 2.

Number of viral (geometric mean of copies: MG copies) strands of CTV in grapefruit (CpP) and Mexican lime (CpL)

transgenic and non-transgenic lines (P and L) inoculated by grafting in vitro with a severe isolate (GIIC-Tam1;T1) and
non-severe (GIIC-Tam2;T2), determined by real-time PCR with SYBR-green for the p18 gene of CTV at the 21 (1) and
60 (2) DAL Isi: lime explants without grafting. Ct: threshold cycle.
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transformadas afectan negativamente la replicacién
del virus sin tener claro el mecanismo de accién. Este
resultado concuerda con lo reportado por Febres ez
al. (2008) en plantas de pomelo inoculadas con un
aislamiento severo y confirmadas mediante DAS-
ELISA y RT-PCR.

El limén transgénico presentd menor con-
centracién de particulas virales que el limén no
transgénico; pero la diferencia fue menor que en
los pomelos. Destaca que el aislamiento no severo
tuvo una acumulacién mayor en el limén, posi-
blemente por ausencia de homologia entre la se-
cuencia inserta en la planta (gen p25 de T36) y la
usada como inéculo (Tennant ez 2/, 2001). Otra
posibilidad es la capacidad del virus de inducir una
mayor replicacién por su condicién no severa de
efecto no supresivo en el vigor de la planta, como
lo sugieren las concentraciones de las fuentes de
in6culo.

La falta de transmisién del virus por dfidos difiere
de lo reportado por Dominguez ez al. (2002), quienes

used as inoculum (Tennant ezt 4/, 2001). Another
possibility is the ability of the virus to induce a
higher replication by its non- severe condition
without a suppressive effect on the vigor of the
plant, as suggested by the concentrations of the
inoculum sources.

Lack of virus transmission by aphids differs
from that reported by Dominguez er al. (2002),
who effectively inoculated with A. gossypii using
a larger number of aphids. The results show low
transmissibility of the isolates of CTV by A. gossypii
with the number of aphids used, although aphids
were fed for eight days in plants positive to CTV,
and access to host plants was five days.

The evaluation of PDR in citrus against CTV
has been made in transformed plants of grapefruit
with p25 of several isolates, Mexican lime with p25
(Dominguez ezal., 2002), grapefruit with p25 and the
viral replicase (RNA polymerase-RNA dependent,
RdRp) (Febres ez al., 2003; Febres et al., 2008) and
Mexican lime with p23 (Fagoaga ez al., 2000).

Cuadro 2. Concentracién viral en pomelo y limén mexicano transgénicos inoculados por injerto con CTV, analizadas por PCR

en tiempo real para el gen p18 a 60 y 90 DDI.

Table 2. Viral concentration in transgenic grapefruit and Mexican lime inoculated by grafting with CTV, analyzed by real-time

PCR for the p18 gen at 60 and 90 DAI .

Aislamiento no severo (GIIC-Tam2)

Materiales 60 DDI 90 DDI
Ct (MG)T Copias Ct (MG) Copias
CpP1/Ca’ 24.4%0.2 7217%5272 24.4%1.1 3364%2.4x10°
CpP1/Cv 23.3+1.1 16001+15.7 24.1+0.5 4296+1.2x10°
CpP2/Ca NC?® NC 242+1.1 692+4.292%10°
CpP2/Cv 18.0+0.1 727089+12.6 242+15 3383+3.6X10°
P/Ca 13.9+0.4 193298+28334 12.6+0.1 16131657 +1423x10°
CpL/Cy 14.9+7.7 333747416049 9.1£0.8 230869522+78778%10°
L/Cy 24.1+0.4 134+16.7 6.6%0.1 1236671889+13003 % 10*
Aislamiento severo (GIIC-Tam1)
CpP1/Ca NC NC 21.6%2.7 3595+43.4X10°
CpP1/Cy 23.6%0.4 15336026 21.3%1.8 40703%90.4x 10°
CpP2/Ca 23.620.9 13418%5409 24.9%0.6 912+1.2x10°
CpP2/Cv 20.7+0.6 10458826741 22.9+3.1 6817+40.5%10°
P/Ca 19.3 1153+17.7 24.8+0.8 3410+2.8x10°
P/Cv NC NC 25.4+0.9 1710+1.3%x10°
CpL/Cy 16.3+8.3 40948 +4431650 10.8+5.9 9461614+242393x10°
L/Cy 21.9+0.1 40251+720 8+0.1 1388256+162213% 10

T Ct(MG): media geométrica del ciclo umbral de deteccidn. S Portainjertos: Ca = C. aurantium, Cv = C. volkameriana. SNC = no
cuantificados por resultar negativos en RT-PCR de punto final < T CtMG): geometric mean of the threshold cycle. ¥ Rootstock: Ca =
C. aurantium, Cv = C. volkameriana, > NC = not to be quantified by resulting negative in conventional RT-PCR.
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inocularon eficientemente con A. gossypii con un ma-
yor nimero de éfidos. Los resultados muestran baja
transmisiblidad de los aislamientos de CTV por A.
gossypii con el ndimero de édfidos usados, aunque los
dfidos se alimentaron ocho dias en plantas positivas
a CTV, y el acceso a las plantas receptoras fue cinco
dias.

La evaluacién de PDR en citricos contra el CTV
se ha realizado en plantas transformadas de pomelo
con p25 de varios aislamientos, limén mexicano con
p25 (Dominguez ez al., 2002), pomelo con p25 y la
replicasa viral (RNA polimerasa-RNA dependiente,
RdRp) (Febres ez al., 2003; Febres et al., 2008) y li-
moén mexicano con p23 (Fagoaga et al., 20006).

En este estudio, el efecto aditivo de combinar un
patrén tolerante, como Citrus volkameriana, con un
gen transgénico no fue conclusivo, ya que en general
el ndmero de particulas virales en esta combinacién
fue similar que con Citrus aurantium, altamente sus-
ceptible al virus. Como una respuesta a la inocula-
cidn, es posible que las plantas transgénicas con siete
afios de transformacién incrementen la expresién del
transgen de la capa proteica, mecanismo de defensa
que no involucra el silenciamiento de ARN o silen-
ciamiento pos-transcripcional (Al-Kaff ez al., 1998).

Asimismo, el tejido de plantas transformadas y
sometidas al ensayo GUS antes de su inoculacién,
resultan positivas y no muestran silenciamiento de
este gen después de seis anos de su insercién (Do-
minguez ez al., 2002), un comportamiento detectado
en las lineas evaluadas (datos no mostrados). Aun-
que las pruebas realizadas ofrecen resultados cuanti-
tativos y valiosos, es necesario realizar otros andlisis,
como transferencia tipo Northern, antes y después
de la inoculacién para corroborarlos (Fagoaga et al.,
2006).

En este estudio, el PCR en tiempo real probé su
factibilidad para discriminar niveles de tolerancia es-
timada a través de la cuantificacién viral, por lo que
su eficacia debe evaluarse incluyendo otras modali-
dades. Adicionalmente, la inoculacién con distintas
especies de fidos, aislamientos multiples y combina-
ciones virales podrian reforzar el proceso de evalua-
cién de la transgenia.

Los resultados obtenidos con las plantas de li-
mén mexicano, requerirdn confirmaciones después
de reevaluar la transgenia en los brotes sometidos.
Sin embargo, en esta evaluacién que incluyé com-
ponentes de un sistema complejo que opera en

In this study, the additive effect of combining
a tolerant rootstock as Citrus volkameriana, with a
transgenic gene was not conclusive, since in general
the number of viral particles in this combination was
similar to Citrus aurantium, highly susceptible to the
virus. As a response to inoculation, it is possible that
transgenic plants with seven years of transformation
increase the expression of the coat protein transgene,
defense mechanism that does not involve RNA
silencing or post-transcriptional silencing (Al-Kaff ez
al., 1998).

Besides, the tissue of transformed plants and tested
to GUS assay prior to inoculation resulted positive
and showed no silencing of this gene after six years of
its insertion (Dominguez et al., 2002), same behavior
was detected in the lines evaluated (data not shown).
Although the tests provide quantitative and valuable
results, it is necessary to perform other analyses,
as Northern assay, before and after inoculation to
corroborate (Fagoaga et al., 20006).

In this study, real-time PCR proved to be
feasible to discriminate levels of estimated tolerance
through the viral quantification, so its effectiveness
should be evaluated including other modalities.
Additionally, inoculation with different species of
aphids, multiple isolates and viral combinations
could enhance the evaluation process of the
transgenics.

The results obtained with Mexican lime plants
will require further confirmations after revaluation
of transgenic condition in the shoots. However, in
this evaluation which included components of a
complex system that operates in Mexico, such as
Mexican isolates, vectors present and combination
rootstock-scion, the behavior of the grapefruit to
inoculation provides elements to continue the study
of transgenic citrus in an eventual evaluation under
field conditions, to detect a potential PDR for the
conditions of México.

CONCLUSIONS

Grapefruit plants modified with the p25 gene of
Citrus tristeza virus interfered with the replication
and accumulation of this virus. The inoculation
mediated by Aphis gossypii did not induce the viral
infection due to low viral load. There was no additive
effect between transgene expression and tolerance of
Citrus volkameriana. The ability of multiplication
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México, como son aislamientos mexicanos, vecto-
res presentes y combinacién portainjerto-variedad,
el comportamiento de los pomelos a la inoculacién
aporta elementos que permitirdn continuar el es-
tudio de los citricos transgénicos en una eventual
evaluacion en condiciones de campo, para detec-
tar una PDR con potencial para las condiciones de
Meéxico.

CONCLUSIONES

Las plantas de pomelo modificadas con el gen
p25 del Citrus tristeza virus interfirieron con la
replicacién y acumulacién de este virus. La ino-
culacién mediada por Aphis gossypii no indujo la
infeccién viral debido a una baja carga viral. No se
encontré un efecto aditivo entre la expresién del
transgen y la tolerancia de Citrus volkameriana. La
capacidad de multiplicacién y acumulacién de par-
ticulas virales del Citrus tristeza virus es diferente
entre aislamientos.
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