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Resumen. Se describe el desarrollo de un inmunoensayo
para la localizacion in situ de inclusiones virales inducidas
por el virus tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus =
CTV) mediante microscopia de luz con anticuerpos
preparados contra la proteina recombinante p20 no
estructural del CTV. Se emplearon cortes manuales de
aproximadamente 100 pm de grosor a partir de corteza de
varetas de plantas de citricos sanas e infectadas por el CTV.
Los cortes se fijaron en 70 % de etanol y se incubaron
subsecuentemente con anticuerpos anti-p20 desarrollados
ya sea en rata o conejo en diluciones de 1:5,000y 1:10,000 y
1:1,000 y 1:3,000 respectivamente, y con conjugados
comerciales IgG anti-especie en diluciones de 1:30,000 para
cada uno de ellos, agregando al final la solucion
cromogénica compuesta por NBT/BCIP. Las inclusiones
virales se visualizaron en un microscopio de luz a 10 y 40
aumentos en forma de areas irregulares con coloracion azul
obscura en el area del floema y fibras del floema en cortes
efectuados con plantas infectadas por el CTV; los tejidos
provenientes de plantas sanas no presentaron ningtn tipo de
coloracion, lo que permitiéo discriminar plantas sanas e
infectadas porel CTV.

Palabras clave adicionales: DIBA, serologia, proteina
recombinante, microscopia de luz.

Abstract: An in situ immunoassay is described for
localization of Citrus tristeza virus (CTV) inclusion bodies
by light microscopy with antibodies developed to the
recombinant p20 non-structural protein. Free hand bark
sections of ca. 100 um tick from healthy or CTV infected
plants were fixed with 70 % ethanol and subsequently
incubated with specific polyclonal antiserum anti-p20 either
from rat or rabbit at dilutions 1:5,000 y 1:10,000 y 1:1,000
and 1:3,000 respectively and IgG anti species at 1:30,000
dilution; at the end, the chromogenic solution NBT/BCIP
was added. Viral inclusion bodies were visualized by light
microscopy at 10 and 40X magnifications as dark blue
irregular areas in phloem associated tissues in CTV infected
plants; no dark blue color was observed in the phloem
tissues of healthy plants.

Additional keywords: DIBA, serology, recombinant
protein, light microscopy.

Citrus tristeza virus (CTV, genus Closterovirus, family
Closteroviridae) consists of long flexuous particles of 2000
x 12 nm and it is phloem restricted in citrus infected plants
(Bar-Joseph and Lee, 1989). The virus induces
characteristic amorphous inclusion bodies in the cytoplasm
of phloem associated cells in diverse citrus hosts infected
with different CTV isolates with diverse biological
properties (Bar-Joseph and Lee, 1989; Brlansky and Lee,
1990; Miao and Skaria, 2002; Schneider, 1959). Genomic
RNA (gRNA) of CTV consists of 12 open reading frames
which encodes at least 12 proteinaceous products (Karasev
et al., 1995); the presence of CTV inclusion bodies has been
associated to the accumulation of a non structural protein of
amolecular mass of ca. of 20kDa, expressed by the p20 gene
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El virus tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus = CTV,
género Closterovirus, familia Closteroviridae) consiste de
particulas largas y flexibles de 2000 x 12 nm de tamafio y se
restringe al floema de plantas infectadas (Bar-Joseph y Lee,
1989). El virus induce la formacion de inclusiones amorfas
caracteristicas en el citoplasma de células asociadas al
floema en diversos hospedantes citricos infectados con
diferentes aislamientos del virus con propiedades biologicas
diversas (Bar-Joseph y Lee, 1989; Brlansky y Lee, 1990;
Miao y Skaria, 2002; Schneider, 1959). El RNA gendémico
del CTV (RNAg) consiste de 12 marcos de lectura abierta
los cuales codifican para por lo menos 12 productos de
naturaleza proteica (Karasev et al., 1995); la presencia de
inclusiones virales del CTV se ha asociado a la acumulacion
de una proteina no estructural con una masa molecular de
aproximadamente 20kDa, producida por el gen p20 situado
en la porcion proximal 3' del genoma del virus (Gowda et al.,
2000). El presente estudio reporta el uso de anticuerpos
desarrollados contra la proteina recombinante p20 no
estructural del CTV para la localizacién in situ de
inclusiones virales empleando microscopia de luz.

Se emplearon muestras de arboles de toronjo (Citrus
paradisi Macf.) con antecedentes de infeccion positiva al
CTV procedentes de la huerta Los Castores en el municipio
de General Teran, Nuevo Leon. Como testigos negativos se
emplearon arboles sanos de naranjo dulce {Citrus sinensis
(L.) Osbeck}, limoén (Citrus limon L.) y tangor Murcott
(mandarino x naranjo) del Lote de Variedades del Campo
Experimental General Teran, del INIFAP. Las muestras
estuvieron compuestas por seis a ocho brotes recién
expandidos, colectados alrededor de la copa de los arboles, a
una altura aproximada de 1.50 m sobre el nivel del suelo.
Todas las muestras se analizaron mediante
inmunoadherencia a membranas de nitrocelulosa (DIBA =
dot-immunobinding assay) (Rocha-Pefia et al., 1991) con
anticuerpos policlonales desarrollados para la proteina
recombinante p25 de la capside (Iracheta-Cardenas et al.,
2008) para verificar su estado con respecto a la infeccion por
CTV. Las muestras positivas al CTV fueron las de los
arboles de toronja con clave A2, A7, A12, A27, Al10y
A111; mientras que las muestras de toronja Al, A6, A10,
Al1,Al5 naranja F3A2, F4A1,F4A2, limon F5A3,F7Aly
el tangor Murcott dieron resultados negativos de infeccion
porel CTV (Cuadro 1).

Para la localizacion de inclusiones virales se
emplearon anticuerpos anti-p20 desarrollados en conejo
raza Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus L.) (clave 201)
y en ratas albinas (Rattus norvegicus Berkenhout). Los
anticuerpos anti-p20 se prepararon en ambas especies de
mamiferos segun lo descrito por Iracheta-Cardenas et al.
(2008) para la proteina recombinante p25 del CTV y se
emplearon en forma de antisuero crudo diluido de 1:1,000
hasta 1:10,000 en solucion de TBST-PVP (= TBS 1X, +
Tween 0.05 % + PVP2 %). Los ensayos de inmunoensayo in
situ se efectuaron en cortes manuales de alrededor 100 pm
de grosor de corteza de varetas de cada una de las muestras
de citricos positivas y negativas al CTV. Se emplearon de 3 a
5 varetas de cada una de las muestras de citricos y se

located at the 3' end of the virus genome (Gowda et al.,
2000). The current work reports the use of antibodies
developed to the recombinant p20 non structural protein for
the in situ localization of viral inclusion bodies by light
microspcopy.

CTV infected grapefruit (Citrus paradisi Mact.)
samples were from the citrus grove “Los Castores” located
at the municipality of General Teran, Nuevo Leon. Heatlhy
sweet orange {Citrus sinensis (L.) Osbeck}, lemon (Citrus
limon L.) and tangor Murcott (mandarin x sweet orange)
used as negative controls were from the Citrus Variety Block
from the INIFAP General Teran Experiment Station. The
samples consisted of six to eight fully expanded shoots taken
around the canopy at a 1:50 m height from the ground. All
samples were analyzed by dot-immunobinding assay
(DIBA) (Rocha-Pefia et al., 1991) with polyclonal
antibodies developed to the recombinant p25 capsid protein
(Iracheta-Cardenas et al., 2008) to verify their status with
respect of CTV infection. CTV infected samples were those
grapefruit trees labeled with field code A2, A7, A12, A27,
A110 and A111; whereas, samples of grapefruit Al, A6,
A10, All1, A15, sweet orange F3A2, F4A1, F4A2, lemon
F5A3, F7A1 and tangor Murcott provided negative results
for CTV infections (Table 1).

For CTV inclusion bodies in situ localization, anti-
p20 antibodies developed in New Zaeland rabbit
(Oryctolagus cuniculus L.) (code 201) and white rats
(Rattus norvegicus Berkenhout) were used. Anti-p20
antibodies in both mammalian species were prepared as
described by Iracheta-Cardenas et al. (2008) to the
recombinant p25 protein of CTV, and used as crude antisera
diluted at 1:1,000 to 1:10,000 in TBST-PVP (= TBS 1X, +
Tween 0.05 % + PVP 2 %). In situ immunoassays were
conducted on bark tissue of free-hand cross sections of ca.
100 pm thin of each CTV positive and healthy controls
citrus samples. Three to five budsticks of each citrus
samples were used and five cross sections of each budstick,
to give a total of 25 to 50 cross sections by sample. The cross
sections were immersed in SmL 70 % ethanol for five min
with continuous stirring at 25 °C. The ethanol was removed
and the samples were individually incubated with 5 mL of
the anti-p20 corresponding antibodies {rat (code R2) or
rabbit (201)} diluted in TBST-PVP buffer}; the tissue
samples were rinsed in 5 mL of TBST-PVP during five to ten
min. Afterwards, the tissue samples were incubated with 5
mL of IgG anti-rat IgG -AP (Sigma A8438) or IgG anti-
rabbit IgG -AP (Sigma A3812), at 25 °C. The tissue samples
were rinsed once with 5 mL of TBST-PVP and twice with
TBS —Tween 0.05 %, during five to ten min. At the end, the
chromogenic substrate NBT (nitro blue tetrazolium) and
BCIP (5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate) (Sigma
B3804) was added during two h to visualize the sites of the
p20 protein accumulation. The cross sections were observed
by using a Leica DME light microscope at 10X and 40X
magnifications. As a general procedure, all the tissue
samples were incubated with the corresponding anti-p20
antibodies (rat R2 and rabbit 201) for 14-18 h at 5-10 °C, at
different antibody concentrations. The incubation with the



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA/163

realizaron cinco cortes de cada vareta, para tener un total de
entre 25 a 50 cortes por muestra. Los cortes se sumergieron
en 5 mL de etanol al 70 % por cinco minutos, en agitacion a
25 °C. Se retir6 el etanol y se incubaron por separado con 5
mL de los anticuerpos anti-p20 respectivos {rata (clave R2)
o conejo (201)} diluidos en solucion amortiguadora TBST-
PVP; se lavaron con 5 mL de solucion TBST-PVP de cinco a
diez minutos. Posteriormente, los cortes se incubaron con 5
mL de IgG anti-IgG de rata-AP (Sigma A8438) o IgG anti-
IgG de conejo-AP (Sigma A3812), seglin fuera el caso, a 25
°C. Se lavaron en agitacion con 5 mL de solucion TBST-PVP
y dos veces con TBS -Tween 0.05 %, por cinco a diez
minutos. Finalmente, se adiciond6 como sustrato y
cromogeno NBT (azul de nitro tetrazolio) y BCIP (fosfato de
5-bromo-4-cloro-3-indoilo) (Sigma B3804) por un periodo
de dos horas para visualizar los sitios de acumulacién de la
proteina p20. Los cortes se observaron en un microscopio de
luz Leica DME bajo aumentos de 10X y 40X. Por
procedimiento general, las muestras de tejidos se dejaron
incubando con los anticuerpos anti-p20 respectivos (rata R2
y conejo 201) por 14-18 h en refrigeracion (5-10 °C) a
diferentes concentraciones de los mismos. La incubacion
con los conjugados enzimadticos IgG anti rata y IgG anti
conejo fue de 2 h atemperatura de laboratorio.

En términos generales, se encontr6 consistentemente
la presencia de un precipitado azul oscuro en tejidos
asociados a floema en los cortes efectuados con todas las
muestras positivas al CTV con los anticuerpos anti-p20
tanto de rata R2, como de conejo 201. Los anticuerpos de
rata R2 anti-p20, fueron efectivos para la observacion de
inclusiones virales en diluciones de 1:5,000 y 1:10,000 de
antisuero crudo (Figuras 1 A y B). ). De igual forma, se
observo la presencia de precipitado azul oscuro en tejidos
asociados a floema con los anticuerpos de conejo (201) anti-
p20 en diluciones de 1:1,000 (Figuras 1C y D) y de 1:3,000,
con un namero reducido de muestras positivas al CTV
(datos no mostrados). Las muestras de citricos sanos
empleadas como testigos negativos (Cuadro 1), sometidas a
inmunoensayo in situ con anticuerpos anti-p20 de rata R2
(Figura 1E) y de conejo 201 (Figura 1F), no presentaron
ningun tipo de precipitado de color azul oscuro en ninguno
de los tejidos analizados de naranjo dulce, limdn, ni tangor
Murcott.

enzyme conjugates [gG anti- rat and IgG anti- rabbit was by
2 h atroom temperature.

Overall, the presence of a dark blue precipitate was
consistently found in phloem associated tissues in all cross
sections assayed with all CTV infected samples with either
rat R2 or rabbit 201 anti-p20 antibodies. Anti-p20 rat R2
antibodies were effective to the inclusion bodies
visualization at 1:5,000 and 1:10,000 dilution of crude
antisera (Figures 1 Ay B). Likewise, comparative results of
the presence of a dark blue precipitate in phleom associated
tissues were obtained with rabbit (201) anti-p20 antibodies
at 1:1,000 dilution (Figures 1C y D) and at 1:3,000 dilution
with a limited number of CTV infected samples (not
shown). The healthy citrus samples used as negative
controls (Table 1), subjected to the in sifu immunoassay with
anti-p20 rat R2 (Figure 1E) and rabbit 201 (Figure 1F)
antibodies, did not show the dark blue precipitate in all
analyzed samples of sweet orange, lemon, or Murcott
tangor.

According to the results, the presence of the dark
blue precipitate was placed only in the phloem associated
tissues of CTV infected plants, showing the reactivity of the
anti-p20 antibodies with the p20 non structural protein of
CTV. The inclusion bodies observed in this study in the
phloem tissue by using the anti-p20 antibodies not only
show a similarity with those reported for CTV either with
the Azure A stain (Bar-Joseph and Lee, 1989; Brlansky and
Lee, 1990; Miao and Skaria, 2002), and with anti-CTV
monoclonal antibodies reported by Lin et al. (2000), but
they have similarity with those inclusion bodies formed by
other virus members of the Closteroviridae family, such as
beet yellows virus (BYV) (Esau et al., 1967), grapevine leaf
roll virus (Faoro et al., 1991), lettuce infectious yellow virus
(LIYV) (Medina et al., 1998), tomato infectious chlorosis
(TICV) (Wisler et al., 1996) and tomato chlorosis (ToCV)
(Wisleretal., 1998) viruses.

According to the literature, there are only two
published reports where there have been used antibodies for
detection of the p20 no structural protein of CTV: the
original work by Gowda et al. (2000) in which it was
determined the function and expression of the p20 protein in
citrus CTV infected tissue, and the work by Ecale-Zhou et
al. (2002) which was a study at ultrastructural level and

Cuadro 1. Muestras de citricos empleados para la localizacion in situ de inclusiones porel CTV.
Table 1. Citrus samples used for in situ localization of CTV inclusion bodies.

Clave Especie DIBA’ Clave Especie  DIBA’ Clave Especie  DIBA’
Al Toronja' - Al2 Toronja' + F4A1 Naranja’ -
A2 Toronja' + Al5 Toronja' - F4A2 Naranja’ -
A6 Toronja' A27 Toronja' + F5A3 Limoén® -
A7 Toronja' + A 110  Toronja' + F7A1 Limén’ -

A10 Toronja’ - Alll Toronja' + Murcott Tangor )

All Toronja' - F3A2  Naranja’ -

'Huerta Los Catores, General Téran, Nuevo Leodn, México.

*Lote de variedades Campo Experimental del INIFAP, General Teran, Nuevo Ledn, México.

*Reaccién positiva (+) o negativa (-) en pruebas DIBA.
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Figura 1. Inmunoensayo in situ con anticuerpos desarrollados contra la proteina recombinante p20 del virus de la tristeza
(CTV) en cortes transversales de corteza de muestras de citricos sanos e infectados por el CTV. Ay B, uso de anticuerpos anti-
p20 de rata R2 a diluciones 1:5,000 y 1:10,000 con muestras de toronja A7 y A110 positivas al CTV, respectivamente. Cy D,
uso de anticuerpos anti-p20 de conejo 201 en dilucion 1:1,000 con muestras de toronja A7 y A110 positivas al CTV,
respectivamente. E y F, cortes de citricos sanos de naranja F3A2 y toronja A11 (CTV negativos), analizadas con anticuerpos
anti-p20 de rata R2 (1:5,000) y conejo 201 (1:1,000), respectivamente. F = floema; Ff = fibras del floema; I = inclusiones
(sefialadas con flechas).

Figure 1. In situ immunoassay with antibodies developed to the recombinant CTV p20 protein in cross sections of bark of
healthy and CTV infected citrus samples. A and B, rat R2 anti-p20 antibodies at 1:5,000 and 1:10,000 dilutions withA110 CTV
positive A7 and A110 grapefruit samples, respectively. C and D, rabbit 201 anti-p20 antibodies at 1:1,000 dilution with A110
CTV positive A7 and A110 grapefruit samples, respectively. E and F, cross sections of healthy sweet orange F3A2 and
grapefruit A11 (CTV negative), analyzed with rat R2 anti-p20 (1:5,000) and rabbit 201 (1:1,000), respectively. F = phloem; Ff

=phloem fibers; | =inclusions (pointed by arrows).

De acuerdo a los resultados obtenidos, la formacion
del precipitado azul oscuro del cromogeno se ubicod en forma
particular en los tejidos asociados al floema en plantas
infectadas por el CTV; lo anterior demostro lareactividad de
los anticuerpos anti-p20 con la proteina p20 no estructural
del CTV. Los cuerpos de inclusion observados en el floema
mediante los anticuerpos anti-p20 en el presente estudio, no
solo presentan gran similitud con los reportados para este
virus tanto con las tinciones con Azure A (Bar-Josephy Lee,
1989; Brlansky y Lee, 1990; Miao y Skaria, 2002), y con
anticuerpos monoclonales anti-CTV reportados por Lin et
al. (2000), sino que también lo tienen con los cuerpos de
inclusion formados por otros miembros de la familia
Closteroviridae, como es el caso de los virus del
amarillamiento de la remolacha (BYV) (Esau et al., 1967),
del enrollamiento de la hoja de vid (Faoro et al., 1991),

cytopathology on sweet orange (C. sinensis) and mexican
lime {Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle}; in both
studies gold labeled antibodies were used and the detection
was carried out by transmission electron microscopy.
According to our knowledge, this is the first work where
antibodies developed to the recombinant p20 protein are
used to discriminate CTV infected from healthy citrus
tissue; likewise, the study involved the combination of
antibodies labeled with alkaline phosphatase and a
chromogenic solution that precipitates on the sites of
accumulation of the p20 protein present in the inclusion
bodies, which can be relatively easily visualized by light
miscroscopy. The use of gold labeled antibodies reported by
Gowda et al. (2000) and Ecale-Zhou et al. (2002) has as a
main inconvenience the need of transmission electron
micrsocopy.
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amarillamiento infeccioso de la lechuga (LIYV) (Medina et
al., 1998), clorosis infecciosa (TICV) (Wisler et al., 1996) y
clorosis del tomate (ToCV) (Wisler et al., 1998).

De acuerdo a la literatura, solo existen dos trabajos
en donde se han empleado anticuerpos para la deteccion de
la proteina p20 no estructural del CTV: el trabajo original de
Gowda et al. (2000) en donde se determiné la funcion y
expresion de la proteina p20 en tejido infectado de citricos y
el trabajo de Ecale-Zhou et al. (2002) que consistié en un
estudio a nivel de ultra estructura y citopatologia en naranjo
(C. sinensis) y limén mexicano {Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle}; en ambos estudios se emplearon
anticuerpos conjugados con oro y la deteccion se llevd a
cabo mediante microscopia electrénica. De acuerdo a
nuestro conocimiento, este es el primer trabajo en que se
emplean anticuerpos desarrollados contra la proteina p20
recombinante del CTV para la discriminacién de plantas
sanas e infectadas por el CTV; asimismo, el estudio
comprendio el modelo con una combinacion de anticuerpos
marcados con fosfatasa alcalina y una solucion cromogénica
que precipita en los sitios de acumulacion de la proteina p20
presente en las inclusiones virales, las cuales se pueden
visualizar con facilidad a nivel de microscopia de luz. El
empleo de anticuerpos marcados con oro reportado en los
trabajos de Gowda et al. (2000) y Ecale-Zhou et al. (2002)
tiene como inconveniente la necesidad de recurrir a la
microscopia electronica.

La opcion de emplear anticuerpos dirigidos contra la
proteina p20 no estructural del CTV con fines de deteccion,
se puede sustentar en los reportes que existen sobre la
abundancia en que se producen los RNAs subgenémicos
relacionados con el gen p20 y a la relativamente alta
concentracion de la proteina p20 en el hospedero (Gowda et
al., 2000), lo cual podria asegurar la presencia de las
inclusiones virales para su deteccion. Los reportes de la
presencia consistente de inclusiones virales en plantas
infectadas por el CTV (Brlansky y Lee, 1990) apoyan esta
aseveracion. No obstante lo anterior, el uso del inmunoesayo
in situ con anticuerpos anti-p20 no sustituye otros métodos
para la deteccion serologica del CTV como son la técnica
ELISA (Bar-Joseph et al., 1979) o la inmunoimpresion
(Garnsey et al., 1993).

CONCLUSIONES

Partiendo de los resultados obtenidos en el presente
estudio se llegé a las siguientes conclusiones:

Los anticuerpos anti-p20 de rata R2 y de conejo 201
reconocieron a la proteina no estructural p20 en su forma
nativa mediante inmunoensayo in situ en cortes de corteza
de plantas de citricos infectados por el CTV. Con los
anticuerpos anti-p20 de rata R2 y de conejo 201 se
discrimino tejido infectado por el CTV, de tejido de plantas
sanas.
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The alternative of using antibodies developed to
the p20 non structural protein for CTV detection, relies on
the reports on the abundance by which p20 gene related
subgenomic RNAs are produced, as well as the relatively
high concentration of the p20 protein in the citrus host
(Gowda et al., 2000), which could assure the presence of the
inclusion bodies for their detection. The reports of the
consistent presence of inclusion bodies in CTV infected
plants (Brlansky y Lee, 1990) support this conclusion.
Nevertheless, the use of the in sifu immunossay with anti-
p20 antibodies do not substitutes other serological CTV
detection methods such as either ELISA (Bar-Joseph et al.,
1979) or direct tissue blot immunoassay (Garnsey et al.,
1993).

CONCLUSIONS
In the light of the results obtained in this work, the
following conclusions were established:

Both the rat R2 and rabbit 201 anti-p20 antibodies
detected the non structural p20 protein in its native form by
in situ immunoassay in thin cross sections of bark from CTV
infected plants. Both rat R2 and rabbit 201 anti-p20
antibodies discriminated CTV infected tissue from tissue
from healthy plants.
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