NAPPO

North American Plant Protection Organization
Organizacion Norteamericana de Proteccion a las Plantas
MEXICO - USA - CANADA

PROTOCOLOS DE DIAGNOSTICO DE LA NAPPO

PD 02
Huanglongbing de los citricos

Secretaria de la Organizacion Norteamericana de Proteccién a las Plantas
1431 Merivale Rd., 3rd Floor, Room 140

Ottawa, Ontario, K1A 0Y9 Canada

15 de octubre de 2012



indice

pagina
REVISION ...ttt e e e e e e e et e et e e e e e e e e eee e st e e e aeaaeenannaa 3
Y o] o] o Y- T o ] o IR 3
TaaT ol (=T aaT=Ta) ¢= To1 (o] o WSS 3
Registro de €NMIENAAS ........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 3
D15 1] 018 (o (o o PP 3
1. Informacion de 1a Plaga ..............uuuuiuiiiiii 4
2. INformacion taXxonNOMICA..........cooeiiiiie e 4
3. 1Y (=T oT o] (0] o P PPSTSPPIN 5
4, To =Y a1 1) To7=Ted o] o FR PSP 6
4.2 Indexaje DIOIOGICO ........cooiiiiiiiiiiiiiiieiie ettt 7
5. Muestro del material propagativo.............coouuiiiiiiiiii e 7
6. REGISIIOS . 8
7. Puntos de contacto para informacién adicional .................ccoviiiiiiiiiiiiiiiieee 8
8. ReECONOCIMIENTO .. .covii e e e e e eens 9
9. REFEIENCIAS. ...t e e e e e e e e e e eeanae 9
PD 02 2

Huanglongbing de los Citricos



Revision

Los Protocolos de Diagnéstico de la NAPPO estan sujetos a revisiones y enmiendas
periddicas. La fecha de la préxima revisién de este Protocolo de Diagnéstico de la
NAPPO es en el afio 2017. De solicitarlo un pais miembro de la NAPPO, se pueden llevar
a cabo revisiones de cualquier Protocolo de Diagnostico de la NAPPO en cualquier
momento.

Aprobacioén
El presente Protocolo de Diagnéstico fue aprobado por el Comité Ejecutivo (CE) de la

Organizacion Norteamericana de Proteccion a las Plantas (NAPPO) el 15 de octubre del
2012 y entrara en vigor a partir de esta fecha.

Aprobada por:

1
S
-

7 /@rég Stubbings " "Rebecca A. Bech
Mierpbro,del Comité Ejecutivo _Miembro del Comité Ejecutivo

Canada Estados Unidos

Javier Trujillo Arriaga
Miembro del/Gomité Ejecutivo
Megxico
Implementacion ¢
No aplica.

Registro de enmiendas

Las enmiendas a esta norma seran fechadas y archivadas en la Secretaria de la NAPPO.
Distribucion

La Secretaria de la NAPPO distribuye esta norma a los Miembros Asociados, al Grupo
Consultivo de la Industria y, la Secretaria de la Convenciéon Internacional de Proteccion

Fitosanitaria (CIPF) y a otras Organizaciones Regionales de Proteccion Fitosanitaria
ORPF).
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1. Informacion de la plaga

El huanglongbing (HLB) o enverdecimiento de los citricos (da Graga y Korsten, 2004) es
una de las enfermedades mas graves que afectan a la citricultura mundial (Halbert, 1998).
Esta asociada con las bacterias Candidatus Liberibacter spp., una bacteria fastidiosa que
reside en los psilidos infectados y en los elementos de los tubos cribosos del floema de
las plantas infectadas.

Ha sido dificil detectar a la bacteria de manera constante por ensayos biologicos
(Roistacher, 1991), por la presencia de sustancias fluorescentes y microscopia de luz o de
electrones, o por serologia, debido a la baja concentraciéon y distribucién irregular del
patdgeno en las plantas hospedantes e insectos vectores.

El HLB se detectd en el 2004 en Sao Paulo, Brasil, en la region de Araraquara (Coletta et
al., 2004). En septiembre del 2005 se confirmd su presencia en Florida, en el 2006 fue
detectado en Cuba y en el 2008 en Luisiana, Georgia, y Carolina del Sur (EE. UU.)
(NAPPO, s.f.) .En el 2009, la bacteria se detectdo en el estado de Yucatan, México,
representando un riesgo inminente para la citricultura mexicana sobre todo porque el
psilido vector (Diaphorina citri Kuwayana) de las razas americana y asiatica esta presente
en todos los estados productores de citricos. Desde entonces, también se ha reportado el
HLB en los Estados de Quintana Roo, Nayarit, Jalisco, Campeche, Colima, Sinaloa,
Michoacan, Chiapas, Hidalgo, y Baja California Sur. En el 2012, el HLB se detecté en
Texas (Texas Department of Agricultura, 2012) y en el condado de Los Angeles, California
(EE. UU.) (CDFA, 2012).

2. Informacidon taxondmica

Duranta el 13er Congreso de la Organizacién Internacional de Virélogos de Citricos
realizada en Fuzhou, China, en 1995, los delegados adoptaron al “huanglongbing” (HLB)
como el nombre oficial de la enfermedad en honor del profesor Lin Kongxiang (Kung
Hsiang) (da Graca et al, eds. 1996) En chino, esto significa “enfermedad de los brotes
amarillos”. También se conoce como enverdecimiento” en Africa y Estados Unidos
(igualmente se traduce a varios otros idiomas europeos), “likubin” (="deterioro”) en
Taiwan, “degeneracion de las venas del floema” en Indonesia, “moteado de la hoja” en
Filipinas, y “muerte regresiva de los citricos” en India (Bové, 2006).

El agente causal aparentemente asociado de manera constante a los sintomas del HLB
es una bacteria gram negativa, limitada al floema perteneciente a la subdivision alfa de las
proteobacterias (Jagoueix et al., 1994). La microscopia electronica ha revelado bacterias
elongadas en forma de barras en los tubos cribosos de plantas infectadas. Puesto que la
bacteria no ha sido aislada y no se han completado los postulados de Koch, hasta ahora

se le denomina a la bacteria “Candidatus Liberibacter asiaticus”, “Ca. L. africanus” o “Ca.
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L. americanus” en conformidad con la International Journal for Systematic & Evolutionary
Microbiology (IJSEM, 2012).

El HLB existe en la naturaleza bajo tres razas que difieren en su patogenicidad por una
combinacion de condiciones ambientales e insectos vectores (Jagoueix et al.,, 1996);
estas son:

o “Candidatus Liberibacter asiaticus” Garnier (Las)

e “Candidatus Liberibacter africanus” Garnier (Laf)

o “Candidatus Liberibacter americanus” Texeira et al., 2005 (Lam)

La raza africana del HLB es sensible al calor y no causa sintomas a temperaturas
mayores de 25 — 30 °C. La raza asiatica esta distribuida principalmente en Asia y se
introdujo recientemente al hemisferio occidental en algin momento durante finales de los
noventa o principios del 2000. Es tolerante al calor y puede causar sintomas a
temperaturas mayores de 30 °C (Bové y Garnier, 2002; Bové, 2006). La raza americana,
que se reporté en Brasil, parece tener tolerancia al calor semejante a la raza africana
(Lopes et al., 2009).

3. Deteccion

El HLB es una enfermedad que afecta a toda la planta. La expresion de sintomas por lo
general se retrasa hasta por varios meses después de que la planta se ha infectado. El
sintoma inicial es amarillamiento de las hojas de algunas ramas que contrasta con el color
verde de toda la planta. Estos son mas evidentes durante la época otofio-invierno,
observandose amarillamiento y moteado intensos (Bové, 2006).

En las hojas se observa una coloracion amarillo palido con areas irregulares
(asimétricas) de color verde (moteado) (figura 1), engrosamiento y aclaracién de las
nervaduras, que al cabo de un tiempo quedan con un aspecto corchoso. Se presentan
diferentes niveles de defoliacion. También se observa difusion de colores en las
nervaduras y foliolos, lo cual puede confundirse con deficiencias de minerales (zinc y
cobre) (Colletta-Filho et al., 2004).

En las ramas hay una defoliacion intensa cuando la enfermedad ha evolucionado. Los
sintomas pueden aparecer en toda la copa y los arboles pueden secarse y morir. En
frutos se observa deformacion y asimetria, reduccién del tamafo, aparicion de areas de
color verde claro que contrastan con el color amarillo o naranja normal del fruto.
Internamente se observan diferencias en maduracién y el aborto de semillas (figura 2),
desviacién del eje y en algunos casos, la parte blanca de la cascara (albedo) se presenta
con una espesura mayor de lo normal (Bové, 2006).
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Figura 2. Deformacion de fruto y semillas abortivas.
Foto: Pedro Robles.

Figura 1. Moteado asimétrico, sintomas tipicos de
HLB en hojas. Foto: lobana Alanis.

4. ldentificacion

Para el diagnostico de HLB se han utilizado dos técnicas: reaccion en cadena de la
polimerasa convencional (PCR) y la PCR en tiempo real (PCR-RT, también conocida
como PCR cuantitativa = qPCR) que se basan en el uso de iniciadores de PCR que
amplifican las secuencias de ADN de los Liberibacters asociados con HLB. Los métodos
de PCR convencional emplean iniciadores especificos que amplifican las secuencias de
los genes 16s rDNA e iniciadores basados en genes proteinicos (operon-B) (Jagoueix et
al., 1996; Tian et al., 1996; Hocquellet et al., 1999, Teixeira et al., 2005). La concentracion
baja y distribucion irregular del patdogeno en las plantas hospedantes, asi como los
inhibidores de la PCR presentes en los extractos de citricos, han dificultado la deteccién
del patégeno. Aunque la PCR convencional y la qPCR son técnicas aceptadas como
confirmatorias de arboles sintomaticos para el HLB en Brasil y Estados Unidos, la gqPCR
es mucho mas sensible y robusta que la PCR convencional y la técnica ha sido validada
en extractos de ADN de diferentes especies de citricos y de tejidos diferentes,
procedentes de diversas regiones geograficas. La técnica de qPCR aceptada actualmente
fue desarrollada por Li y asociados (Li et al., 2006, 2007).

Los paises de la NAPPO aprueban para uso los siguientes protocolos elaborados por el
APHIS-USDA-PPQ-CPHST:

1) “Plant sample extraction for use in citrus greening or huanglongbing molecular
diagnostic assays”, y

2) “Real-time PCR for diagnostic detection of citrus greening or huanglongbing from plant
samples”.

Estos protocolos estan disponibles en el capitulo “DNA extraction and PCR detection in
citrus” del documento “New Pest Response Guidelines - Citrus Greening
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(http://www.aphis.usda.gov/plant health/plant pest info/citrus greening/downloads/pdf fil
es/cg-nprg.pdf). Ademas de los protocolos mencionados, se recomienda confirmar el
diagnostico del HLB por PCR convencional, utilizando los iniciadores OI1-Ol2c (Jagoueix
et al.,, 1996), A2-J5 (Hocquellet et al., 1999) para las razas asiatica y africana y los
primers GB1-GB3 ( Teixeira et al.,, 2005) para la raza americana. También es
recomendable obtener las secuencias de los fragmentos amplificados.

4.2 Indexaje bioldgico

Aunque actualmente la qPCR es el método mas empleado para el diagndstico del HLB in
planta, la técnica de indexaje biolégico también estd disponible y sera resumida
brevemente. Debido a que la tasa de transmisién de la bacteria asociada al | HLB por
injerto es ocasionalmente baja la tasa de éxito del indexaje biolégico para HLB es
variable. Las plantas indicadoras idoneas son naranja dulce o tangelo Orlando para la
raza africana y naranja dulce o mandarina Ponkan para la raza asiatica. La presencia del
virus de tristeza de los citricos (CTV) puede interferir en la expresion de sintomas del HLB
y si el CTV esta presente, la toronja puede utilizarse como indicadora. La técnica preferida
de inoculacién es el injerto lateral y como alternativo, injertos de hoja. Las plantulas
indicadoras conservan un solo tallo principal y se mantienen a 20 — 25 °C para el HLB
africano y 25 — 32 °C para el HLB asiatico. La expresion de sintomas es moteado y
clorosis tipicos en hojas. Los brotes son claramente mas pequefas, mas cloroticas y con
hojas mas pequefnas que los testigos no inoculados. Los sintomas deberian presentarse
entre 8 a 12 semanas después de la inoculacién. Para obtener mas informacion sobre
indexaje biolégico en general y para el HLB especificamente, véase Roistacher (1991) o
Roistacher (1998).

5. Muestro del material propagativo

Los métodos de muestreo son criticos para la deteccion, identificacidon y cuantificacion de
especies de Liberibacter, ya que su distribucion en plantas hospedantes y en el psylido
vector puede ser irregular o en una incidencia o titulo muy bajo. En arboles con sintomas,
se colectan muestras de 1 a 4 ramas con hojas o frutos sintomaticos. Si no se encuentran
sintomas en el arbol sospechoso, se colectan muestras de ramas de un afio de edad con
5 a 10 hojas, tomadas de cuatro puntos de la parte superior del arbol. Si no hay ramas
disponibles, como en el caso de los arboles pequefos de vivero, se colectan 1 a 12 hojas
completamente maduras de cada arbol (Li et al., 2009). Antes y durante el envio de las
muestras a analizar, éstas deberian protegerse del calor para evitar la posible
degradacion del ADN del patogeno.

La exploracidon periddica y el muestreo de las diferentes unidades de produccién de
material propagativo son fundamentales para detectar oportunamente al HLB. Es
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importante sefalar que estas unidades de produccion deberian estar protegidas (con
malla) y preferiblemente alejadas de las zonas o regiones productoras de citricos. Se
recomienda realizar las siguientes actividades de diagndstico visual y molecular.

Unidad Diagnostico molecular (QPCR) Diagnostico visual

Banco de 100% individual anual 100% cada tres meses
germoplasma

Lote fundacion 100 % individual anual 100% cada tres meses
Lote multiplicador ~ 10% anual, usando yemas de 100% cada mes
muestras compuestas de 5 plantas
Huerta de semillas 25 % individual anual, rotativo para 100% cada mes
cubrir el 100 % de la huerta en 4
anos
Vivero 2% del total de las plantas a movilizar 100% cada mes
6. Registros

Se deberia mantener un registro de las muestras analizadas para el diagnostico de HLB,

el cual deberia contener:

o Codigo o numero de referencia de la muestra.

e Variedad y origen de la muestra.

« Descripcion de sintomas (incluyendo las fotografias, de ser pertinentes) o la ausencia
de éstos.

e Metodos utilizados en el diagnostico y los resultados obtenidos.

« Nombre del laboratorio y, cuando proceda, el nombre de las personas responsables
del diagnéstico.

Los registros y las evidencias de los resultados del diagndstico deberian conservarse por
lo menos durante cuatro afios con la finalidad de dar seguimiento a los resultados en las
diferentes unidades de produccién como el banco de germoplasma y la huerta productora
de semillas.

7. Puntos de contacto para informacién adicional

Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria. Direccion General de Sanidad Vegetal.
Guillermo Pérez Valenzuela No. 127 Col. Del Carmen, Coyoacan, Del. Coyoacan, México,
DF 04100.

Citrus Clonal Protection Program, Department of Plant Pathology, University of California,
Riverside, CA 92521, USA.
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USDA-ARS National Clonal Germplasm Repository for Citrus & Dates, 1060 Martin Luther
King Blvd., Riverside, CA 92507, USA.

8. Reconocimiento

Wenbin Li and Laurene Levy. National Plant Germplasm and Biotechnology Laboratory
USDA-APHIS-PPQ-CPHST, Beltsville, MD 20705, United States.

Robert Krueger. USDA-ARS National Clonal Germplasm Repository for Citrus & Dates,
1060 Martin Luther King Blvd., Riverside, CA 92507, USA.

Georgios Vidalakis. Citrus Clonal Protection Program, Department of Plant Pathology,
University of California, Riverside, CA 92521, USA.

Elena lobana Alanis Martinez. Estacion Nacional de Epidemiologia, Cuarentena y
Saneamiento Vegetal. SENASICA. Rancho G. B. Km. 21 Carretera Amazcala —
Chichimequillas. El Marques, Querétaro.
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