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“Impuesto por caja de citrico: Vida o muerte de los citricos”
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1 centavo/ caja de citrico producida para la investigacion

La seriedad del enverdecimiento de los citricos todavia no
se entiende por todos. “ Los cientificos tienen un maximo
de 10 anos para encontrar la soluciéon o no habra industria
citricola en la Florida”.

La expancion del enverdecimiento de los citricos o HLB, la
enfermedad de los citricos mas seria en el planeta esta
poniendo en riesgo una industria de $ 9.2 billones y
76,000 empleos en la Florida.




Datos cortesia de los Profesores Ronald P. Muraro y Allen Morris Univ. Florida

COSTOS DE PRODUCCION DE NARANJAS EN FLORIDA

Costos de produccion para arboles de 10 +- anos de naranja

2002-03 2007-08 2007-08
No HLB No HLB Presencia de HLB

$/Acre % of Total $/Acre % of Total $/Acre % of Total

Control de hierba mala y Herbicidas 183.13 23.6 201.36 16.2 201.36 11.5
Fumigacio de Pesticidas 137.18 17.7 175.23 141 422.68 241
Fertilizantes 140.55 18.1 413.83 33.2 413.83
Poda/ Poda de la copa del arbol 28.03 3.6 35.13 2.8 35.13
Remocion de arboles/Replantacion 102.44 13.2 157.36 12.6 280.00

Irrigacion y matenimiento de zanja 184.16 23.7 263.08 21.1 263.08

Manejo del HLB y Decontaminacion del canker 0.00 0.0 0.00 0.0 135.63

Costos totales de produccion 775.49 100.0 1,245.99 100.0 1,751.71
__________________________________________________________________________________________________________________________________|

Costos del programa de manejo del (HLB) para Valencia Oranges
S Por Acre ( 1Acre = 0.405 hectérea)

Costo basico de mantenimiento de una huerta de arboles adultos sin HLB
(Incluye decontaminacion de canker) 1,277.66
Costos adicionales por el HLB
Fumigaciones adicionales (3 fumigaciones + Temik) 247.45
Exploracié (4 veces / afio) 103.96
Remocidn adicional de arboles y replantacion 122.64
Sub-Total 474.05
Costos de mantenimiento de huerta con HLB 1,751.71

Costo de arbol de vivero $8.50/ arbol
Costos por coleccion, transporte y pérdidas en carretera $2.52 / Caja




Arbol sano de naranja dulce “Valencia”




Arbol de naranja dulce “Valencia” sometido a estres hidrico




Arbol infectado con HLB en etapa avanzada de la enfermedad
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ORGANO PRODUCTOR
O FUENTE

tfﬂrganu en el gue se

producen (o liberan)
fotoasimilados en exceso.
Exportan sus excedentes a

otras localizaciones.

ORGANO CONSUMIDOR
O SUMIDERO

drganu gue no produce
fotoasimilados o que los
produce en menor cantidad
que la necesaria para sus
procesos vitales. Importan
fotoasimilados.

Organos reservantes maduros

Apices de raices y tallos.
Yemas axilares en crecimiento.




El diagnéstico del HLB (huanglongbing o enverdecimiento de
los citricos) puede ser muy dificil basandose solamente en
sintomas visuales de la enfermedad. Los mejores sintomas
para detectar el HLB en el campo son los de manchas
motedas de las hojas, aclaramiento de nervaduras asi como

su acorchamiento.
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ANTECEDENTES EN LA
LITERATURA SOBRE LA
DETERMINACION DE

ALMIDON EN ARBOLES DE
CITRICO SANOS Y CON HLB
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Fig. 1. Comparison of starch coalant in clirus laaves.
HHealthy leaves, DHLE nlectod leaves, *“dindicate sgnificant
differances at P<0.07 as datermingd by Welch's [-1est.




Typical symptoms

ﬂuantlty uf Etﬂmh nflhm: citrus nuluvnrs ( Citrus depressa,
C. reliculata, C. oto ) was analyzed by using colorimetric
determination { Sugiyama and Ooshiro, 2001 ),

Citrus leaves for test were collected in several typical
symptoms ( Nasu ef al, 2003 ).
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Cﬂn'lpamun of the diagnosis of field sam]:-lea by Scratch method and
PCR assay.

Procedure of Scratch method

1)Scratch a leaf table 20 times with a sandpaper
t120) cut in 1 X 2cm for sampling tissue.

8
Put the into 1Tml water i
Z}pack.mmﬂ@tﬁihed. nase

3)Add to 25 2 10.05M iodine solution for dyeing
starch. i

4)Observation of dyeing of water solution
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G.ﬂ-ccuracy of the Scratch method diagnosis in field samples showed
more than 90% of agreement rates to PCR assay (Table 1).

®Scratch method did not show HLB positive reaction in another diseased

\ leaves, Citrus tatter leaf virus and Hop stunt vrioid (Table 2) )




Resultado del método de raspado con lija de hojas sanas
y hojas con HLB después de introducir la lija con el
raspado de la roja en una bolsa plastica con la solucion
de yodo 0.2 %

Hoja HLB positiva Hoja sana




METODO VISUAL PARA LA
DETECCION DE ALMIDON EN
DIFERENTES PARTES DEL
ARBOL DE CITRICO
BASADO EN LA REACCION

ALMIDON-YODO
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Hoja de arbol

Hoja de arbol ke
con HLB e oy
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2% U.s.P

Solucion comercial de yodo 0.2% o
solucion (Kl + |, ) preparada en
laboratorio (KI= 8.8 g/L, I,= 2.2 g/L)




Arbol sano

Arbol HLB +

Cortes de hojas sumergidos en 0.2% yodo por 1.5-2 min




Seccion de hoja con vena principal + yodo

Arbol sano Arbol HLB +




Seccion del peciolo de las hojas + yodo

Arbol sano Arbol HLB +




Seccion de tallos de tamano medio + yodo

Arbol sano Arbol HLB +




Raices de citricos + yodo

Arbol sano

Arbol HLB +




Muestra TS2 : Navel Swingle, Immokalee, N-5 Parcialmente soleada, NE.

Resultado: Método almidén: +++++ PCR: 23.02 +




Muestra TS4: Valencia, 80-8, Immokalee, N-5, Soleada, N-W

Resultado: Método almidén: ++++ PCR: 25.04 +




Muestra : Rhode Valencia Swingle, Immokalee, West, N-5

Resultado: Método almidon: ++++ PCR: 25.78 +




Muestra de hojas de un arbol con deficiencias nutricionales y
su reaccion al yodo

Resultado: Método almidon: negativo PCR: negativo




Muestra de hojas de un arbol con deficiencias nutricionales
y su reaccion al yodo

Resultado: Método almidon: negativo PCR: negativo




Muestra de hojas de un arbol VTC positivo y su reaccién al yodo

Resultado: Método almidén: negativo PCR: negativo




Muestra de hojas de un arbol con rama partida o quebrada y su
reaccion al yodo

Resultado: Método almidon: +++ PCR: negtivo




Muestra : Valencia Swingle, CREC control negativo

Resultado: Método almidon: Negativo PCR: Negativo




ESTUDIOS CON DIFERENTES
TIPOS DE MICROSCOPIA
PARA LA LOCALIZACION DEL
ALMIDON EN DIFERENTES

PARTES DEL ARBOL DE
NARANJA VALENCIA




Imagen tomada con microscopia de luz visible de un corte
transversal de una hoja de naranja dulce “Valencia” infectada
con HLB (A) y una hoja de un arbol control sano de la misma
especie (B) después de sumergidas en yodo 0.2% por 2
minutos .




Imagenes de microscopia de luz visible tomadas a cortes transversales de
(A) hojas de arboles de naranja dulce “Valencia” infectadas con HLB y (B)
hojas de arboles sanos. C y D son imagenes magnificadas de tejido
vascular secundario de Ay B respectivamente. En ellas de observa la
acumulacion de almidén en el tejido vascular parenquimatoso y el floema
colapsado (*) caracteristico de células infectadas con HLB.




Imagenes de microscopio electrénico de tejido parenquimatoso
empalizado de hoja (A) infectada con HLB y control sano (B). C y D son
imagenes magnificadas de A y B respectivamente mostrando las
diferencias en el contenido de almidén y lipidos. Las flechas indican
cuerpos lipidos.




Imagenes de microscopio electronico de barrido, de células
empalizadas de hojas de citricos (A) as infectadas con HLB y
(B) hojas de controles sanos. Se nota claramente los granos de
almidoén en las células de hojas con HLB (A) y la naturaleza
fibrosa de las hojas de control sanas.
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Imagen de microscopia de luz visible de cortes transversales de la vena
del peciolo de hojas de citricos infectadas con HLB (A) y hojas controles
sanas (B). En (A) se observa la abundancia de granos de almidoén en tejido
de médula y de parénquima vascular. C y D son imagenes de microscopio
electronico de barrido de células de parénquima de corteza de hojas
infectadas con HLB (C, C-1) y hojas de control sanas (D) .
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Imagenes de microscopio de luz
visible de cortes transversales de
secciones de tallos de (A) hojas
infectadas con HLB y (B) hojas de
control sano de citrico “Valencia”.
Tanto los granos de almidén como
el colapso del floema son
evidentes en la seccion de tejido
de tallos de hojas infectadas con
HLB (A) y esto esta ausente en las
muestras de control sano.




Imagenes de microscopio de luz
visible de corteza de tallos colectados
de (A) arboles de citricos infectados
con HLB y (B) corteza de tallos de
arboles controles sanos de la misma
especie, naranja dulce “Valencia “.
Las secciones de corteza fueron

cortadas a una altura de 30 cm. por
encima de la linea de injerto. Granos
de almidon estan presentes en ambas
muestras, sin embargo son mas
abundantes en la muestra
proveniente de arboles con HLB (A).
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Secciones de tejido de raiz cortadas transversalmente obtenidas de arboles
de citricos infectados con HLB (A) y control sano (B). (Ay B + yodo).CyD
muestran las correspondientes secciones de tejido de raiz observadas en
microscopio de luz visible y que muestran la ausencia de granos de almidén
de reserva in la raiz de arboles infectados con HLB (C) y la abundancia de
almidon en la raiz de arboles de control sanos (D).




Las hojas o ramas de arboles infectados con
HLB acumulan niveles de almidéon muy por
encima de los niveles normales en hojas sanas,
sucediendo lo contrario en las raices .

Cuando el almidén se mezcla con el yodo en
agua, inmediatamente se forma con complejo

almidon/yodo coloreado intensamente en color
azul-violeta.Por consiguiente niveles altos de
almidon en hojas pueden ser visualizados
usando esta reaccion.

El floema de las hojas con alta acumulacion
de almidon aparece colapsado.




La seleccion de las hojas es un paso crucial en este
proceso. De la misma forma que enviar cientos de
hojas para analisis de PCR es ineficiente, para el
analisis del almidon es también ineficiente el envio
de hojas cuyos sintomas facilmente pueden ser

determinados como la causa de otras
enfermedades que no son HLB.

Nosotros recomendamos los siguientes criterios
para la seleccion de la hojas:




Seleccionar las hojas que muestran sintomas severos
de HLB evitando tomar hojas con sintomas relacionados
a otras enfermedades, como por ejemplo, deficiencias
nutricionales.

Seleccionar hojas de ramas sin deterioro fisico, o sea
ramas partidas o con danos en la corteza aun si no
tienen HLB.

Las hojas que estan en las partes mas soleadas del
arbol son mejores, tratar de no tomar hojas de las partes
del arbol expuestas mayormente a la sombra ..

Analizar varias hojas que muestren sintomas similares.




La infeccidon por HLB no es la unica causa que puede
inducir acumulacion anormal de almidon en hojas de
citricos. Algunas especies (ejemplo Murcott) contienen
niveles de almidén en las hojas algo superior a otras
especies de citricos.

Danos fisicos en la planta ejemplo (danos en forma de
anillos en la corteza o girdling, ruptura de ramas,

picadas de insectos) , que interumpan el transporte de
azucares o fotasimilados en la planta pueden inducir una
acumulacion excesiva de almidén en las hojas de
citricos.

Enfermedades como Phytophtora, Virus de laTristeza y
Declinamiento (Blight) inducir una acumulacién
de almidon execesiva en hojas de citricos, aunque datos
preliminares no mostraron correlacion en este aspecto.




Muestreo de la hoja > Homogenizacion del
tejido de la hoja

!

Adicion del yodo < Precipitacién y posterior

\Resuspencién del almidon

Medicion colorimétrica




Metodo cuantitativo de determinacion de almidén en hojas
de citricos

1 disco de la hoja Homogenizador




Muestra de tejido de la hoja en forma de disco para la
homogenizacion




Bolas de metal 3.8 mm

Tejido después de
homegenizado




Color de la reaccion del almidén de la hojas con yodo,
después de extraido, precipitado y homegenizado en
agua, notese diferencia en intesidad del color azul-
violeta para diferentes muestras.




Micro-Plato de Elisa para la lectura colorlmetrlca a 595 nm
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A maxima espectro absorbcion de diferentes almidones: papa = 580 nm, trigo
=620 nm, maiz = 609 nm, arréz = 601 nm, hoja citrico = 592 nm




(Control -) (Control +HLB)

Reaccion almidon / yodo de hojas con HLB, y otras
enfermedades, No 6 = hoja de arbol con deficiencia en Zn,
muestras de arboles con CTV y Blight han dado negativas
a altos contenidos de almidoén.




Muestras de Citrus aurantifolia (Lima Persa) del Sur de la Florida
confirmadas como positivas al HLB por PCR

Real time PCR = 28.09 positivo

Almidoén = 34.48
Mg/mm?

Almidon = 42.12 pyg/mm?

Valor promedio almidon= 38.3 pyg/mm?




Muestras de Citrus aurantifolia (Lima Persa) del Sur de la Florida
confirmadas como positivas al HLB por PCR

Real time PCR = 28.27 positivo

Almidon = 28.95 pg/mm?

Almidon = 15.42 pyg/mm?

Valor promedio almidon= 22.19 ug/mm?




Muestras de Citrus aurantifolia (Lima Persa) del Sur de la Florida

Confirmadas como positivas al HLB por PCR

Real time PCR = 32.92 Linea borde

Almidoén = 8.68 pg/mm?

Almidon =1.94 pg/mm?

Valor promedio almidéon= 5.31 ug/mm?




CONCLUSIONES

Los datos presentados respaldan la nocion de que los
cambios sustanciales en la distribucion de los carbohidratos
a través del arbol de citrico puede ser no solo el resultado de
la infeccion con HLB, si no que por si misma la causa del
rapido declinamiento y posterior muerte del arbol infectado.

La acumulacion de almidon en arboles con HLB ha sido
observada practicamente en todas las células vivas de las
partes aéreas del arbol, denotando una redireccion clara del
transporte de los carbohidratos.

Los resultados obtenidos de la medicion cuantitativa y
visual del complejo amidén / yodo, en hojas sanas e
infectadas con HLB nos brinda una herramienta adicional
para la seleccion de muestras debido a su alta correlacion
(90%) con el método oficial de deteccion PCR.







