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La produccion de plantulas de citricos dentro de
casa de malla es una de las estrategias de manejo
preventivo para reducir la aparicién de algunas
plagas y enfermedades. No obstante, la propagacion
vegetativa de citricos se hace a través de injerto; esta
forma de multiplicacion favorece la diseminacion
de diferentes tipos de virus, viroides y bacterias,
que producen enfermedades como la tristeza de
los citricos, la exocortis y el Huanglongbing (HLB),
entre otras. Estas enfermedades afectan los citricos
por su condicién sistémica (su movimiento dentro
de la planta), y son transmitidas de forma mecanica
por herramientas o insectos vectores; ademas, los
sintomas se observan en un periodo posterior a la
infeccién o simplemente no se observan sintomas
(asintomaticas).



152 Bases tecnoldgicas para la producciéon de material de siembra de alta calidad
de las especies citricas para Colombia

Al estar presentes en las plantas de vivero, estas enfermedades pasan a los nuevos
huertos por el uso del mismo material de siembra contaminado. La multiplicacién
de plantas de citricos en casa de malla también se puede ver afectada por diferentes
patégenos que causan enfermedades como la gomosis, antracnosis y fumagina,
que se diferencian de las otras enfermedades por la forma de diseminacién y las
condiciones de manejo dentro de las casas de malla.

En este capitulo se presentan algunas generalidades del modelo de certificacion de
citricos y se describen las principales enfermedades que se pueden encontrar en
ambiente protegido de casa de malla, asi como algunas recomendaciones de manejo
para asegurar que las plantas se multipliquen y comercialicen libres de patégenos,
con base en las directrices reglamentadas en la Resolucién 12816 del Instituto
Colombiano Agropecuario (Ica, 2019).

Modelo de certificacion de citricos

La mejor alternativa para garantizar la sanidad del material de siembra es la
certificacion sanitaria del material de propagacion basico: semillas y yemas, asi como
la tecnologia usada para la produccion de plantas de vivero bajo ambiente protegido,
pues ambas garantizarian la vida util y la produccién de los nuevos huertos por
establecer. El sistema de produccion de material de propagacion certificado de citricos
requiere la conectividad entre el programa de saneamiento, el programa de cuarentena
y el programa de certificacion.

El programa de saneamiento permite la obtencion de plantas sanas de variedades
establecidas en el pais y diagndstico de patogenos, y debe cumplir varios requisitos:
1) seleccion delos arboles madres a partir de cultivareslocales, 2) pruebas de diagnodstico
de patogenos reglamentados a los arboles madres seleccionados, 3) saneamiento del
material de propagacion para la obtencion de plantas libres de patogenos por el método
de microinjerto de apices caulinares in vitro o termoterapia, 4) pruebas de diagndstico de
plantas obtenidas por microinjertacion, y 5) conservacién y mantenimiento de plantas
sanas bajo condiciones protegidas (Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical
[FT], 2010).

El programa de cuarentena contiene las regulaciones y procedimientos para
introducir de manera segura recursos genéticos de citricos (yemas y semillas) y evitar
la introduccion de plagas y enfermedades exoticas o cuarentenarias que representen
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un riesgo para la citricultura del pais; asimismo, el programa de certificacion
garantiza el estatus fisioldgico, genético y sanitario del material que se va a propagar
y distribuir a través de los viveros (11FT, 2010; Murcia et al., 2012).

En el mundo, los programas de certificacion de citricos se iniciaron cuando se
comprob6 que las enfermedades eran transmisibles por injerto. La presencia de
tristeza de los citricos, exocortis, caquexia, psorosis, clorosis variegada de los citricos
(cve) y HLB han ejercido fuerte presion para desarrollar estrategias para mantener la
produccion a pesar de la presencia de estas enfermedades, paralo cual se ha establecido
la multiplicacién de material propagativo y semillas de citricos en cuatro categorias:
1. Genética (manejado en banco de germoplasma por el genetista).

2. Fundacién (manejado en bloque de reserva).

3. Registrada (manejado en bloque de multiplicacion).

4. Certificada (manejado en bloque de multiplicaciéon masal).

Segtn el glosario de términos fitosanitarios de la NIMF N.° 5 de la Fa0, la categoria
genética es el material propagativo original resultante del proceso de mejoramiento
genético, capaz de reproducir la identidad de un cultivador o variedad, producida y
mantenida bajo el control directo de su obtentor, o bajo su direccion o supervision
por otro fitomejorador.

La categoria fundacion es el material propagativo obtenido a partir de semilla genética,
sometida al proceso de certificacion, que cumple con los requisitos establecidos para la
categoria, en el reglamento especifico de la especie o grupo de especies correspondiente.

La categoria registrada es el material propagativo obtenido a partir de la semilla
genética, sometida al proceso de certificacion, que cumple con los requisitos minimos
establecidos para dicha categoria en el reglamento especifico de la especie o grupo de
especies correspondientes.

La categoria certificada es el material propagativo obtenido a partir de la semilla
genética o de semilla registrada, que cumple con los requisitos minimos establecidos
en el reglamento especifico de la especie o grupo de especies, y que ha sido sometida
al proceso de certificacion.

El manejo de las plantas de citricos de las categorias genética y fundaciéon debera
ser responsabilidad del Ministerio de Agricultura de cada pais, mientras que las
categorias registrada y certificada pueden ser manejadas por los viveristas.
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De acuerdo con los programas de certificacion, la produccién de plantas de citricos
en cualquiera de estas categorias debe realizarse bajo ambientes protegidos, ademas
de ser inspeccionadas periddicamente y evaluadas por indexacion; es decir, se debe
comprobar el estado fitosanitario de las plantas respecto a las enfermedades priorizadas
en la norma de certificacion de cada pais, mediante métodos bioldgicos con plantas
indicadoras y andlisis de laboratorio con métodos seroldgicos y moleculares, con el fin
de asegurar la sanidad del material de siembra.

En Colombia, la producciéon de plantas de citricos se reglamento a través de la
Resolucién 3180 (1ca, 2009), donde se establecen los requisitos y procedimientos
para la produccion y distribuciéon de material de propagacion de frutales en el
territorio nacional. Actualmente, la produccién de material vegetal de citricos en
ambientes protegidos esta regulada por la Resoluciéon 12816 de agosto del 2019,
donde se establecen los requisitos para el registro de los viveros y/o huertos basicos
productores y/o comercializadores de semilla sexual y/o asexual (material vegetal de
propagacion) de citricos.

Desde 1967 se identificé la necesidad de disponer en el pais de un programa de
certificacion de citricos para producir material de propagacion sano con caracteristicas
agrondmicas deseadas por el productor, con el fin de garantizar la ausencia de
enfermedades causadas por virus y otras enfermedades transmitidas por injerto
(Giacometti & Rios, 1967).

Orientados hacia este objetivo, inicialmente el 1cA y, posteriormente, Corpoica —ahora
AGROsAVIA— amediados dela década del 80 establecieron un programa de saneamiento
de materiales utilizando la técnica de microinjerto in vitro de apices caulinares. Asi,
se realizd la limpieza de una coleccion de variedades comerciales a partir del banco de
germoplasma de citricos ubicado en AGROsAvIA, C. I. Palmira (Caicedo et al., 2006;
Murcia et al., 2012). Esta técnica se ha aplicado rapidamente al germoplasma presente
en los programas de certificacion y se ha convertido en el método mas valioso para
liberar de patdgenos transmisibles por injerto a selecciones clonales (Roistacher, 1991).

La coleccion de variedades de citricos obtenidas por microinjerto se conservan en
ambiente protegido, ubicadas dentro de casa de malla antipulgdn, que incluye variedades
de tangelos, mandarinas, naranjas, limas acidas y pomelos, y se ha logrado comprobar
su sanidad frente a tristeza de los citricos, exocortis y HLB (Rodriguez-Mora et al., 2017).
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Esta coleccion de variedades de citricos se utilizara en el futuro como plantas madre
para el programa de certificacion de citricos en Colombia, con el fin de conformar
la categoria de semilla (bloque de fundacién) en los viveros de citricos y que este
procedimiento inicial permita garantizar el uso de material sano para establecer
plantaciones nuevas.

Enfermedades de los citricos

A continuacion, se describen las enfermedades mas comunes presentes en el sistema
productivo de los citricos, causadas por diferentes patogenos, entre los que se encuentran
virus, viroides, bacterias y hongos, asi como las medidas para su manejo preventivo.

Tristeza de los citricos

La tristeza de los citricos es una enfermedad de importancia econdémica a nivel
mundial, que afecta a todos los cultivares de citricos, especialmente limas dcidas,
naranjas y toronjas (Mateus et al., 2010; Naranjo, 1997). En Colombia, esta enfermedad
es endémica (Chaparro-Zambrano etal., 2013; Murcia et al., 2005) y ha sido detectada
en cultivos comerciales de citricos en los departamentos del Valle del Cauca, en la
Zona Central Cafetera, Tolima, Costa Atlantica, Cundinamarca y Llanos Orientales
(Murcia et al., 2002), asi como en viveros productores de material vegetal de citricos
a libre exposicion (Lozano et al., 2009; Mosquera et al., 2015).

Agente causal

La tristeza de los citricos es causada por el virus la tristeza de los citricos (cTV)
(Closterovirus: Closteroviridae). Se trata de una particula flexuosa de 2.000 nm de
longitud por 11 nm de didmetro, constituida por ARN de cadena sencilla, con sentido
positivo, de un tamano calculado de 20 kilobase (kb), organizado en 12 marcos
abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) (Dawson et al., 2015).

El virus es limitado al floema, se transmite de forma mecdnica y mediante
propagacion vegetativa cuando se injerta una yema infectada en un portainjerto
(Lee & Bar-Joseph, 2000), y por varias especies de afidos de forma semipersistente,
entre los que se encuentran Aphis gossypii Glover, 1877 (Hemiptera: Aphididae),
Aphis spiraecola Patch, 1914 (Hemiptera: Aphididae), y el mas eficiente para la transmision,
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Toxoptera citricida Stoetzel, 1994 (Cambra & Moreno, 2000; Rocha-Pena et al., 1995).
No hay evidencias que cTV se transmite por semilla sexual (Roistacher, 1991).

Sintomas

ctv puede afectar las plantas de citricos en cualquier estadio de desarrollo. Sin embargo,
en la fase de vivero las plantulas de citricos pueden ser asintomaticas a la infeccion del
virus. La lima mexicana o limén pajarito (Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle),
como comunmente se conoce, es muy susceptible al virus, razén por la cual se usa como
planta indicadora para su diagnostico. Bajo estas condiciones, puede expresar sintomas
de clorosis en hojas, aclaramiento de las nervaduras y crecimiento retardado.

Los principales sintomas que se observan en los arboles en campo afectados por cTv son
el declinamiento rapido de arboles, que ocurre cuando se usan portainjertos sensibles,
principalmente en naranjo agrio; las acanaladuras o picado del tallo denominado
“stem pitting”, que conduce a una reduccion del crecimiento, rendimiento reducido y
produccion de frutos pequenos no comercializables, y el retraso del crecimiento de la
planta, conocido como “stunting” (figura 53).

Fotos: Lizeth Palacios y Diana Rodriguez

Figura 53. Sintomas causados por cTv en limas acidas en campo. a. Acanaladuras o picado del tallo
(stem pitting) en limon pajarito; b. Retraso del crecimiento de la planta (stunting) en lima acida Tahiti;
c. Fruto de limén pajarito sano; d. Frutos de limén pajarito deformes y pequefios.
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Otros sintomas de plantas infectadas con el virus son clorosis generalizada del
arbol, suberizacion de venas, deformacion de hojas, aclaramiento de nervaduras,
acucharamiento de hojas y epinastia en brotes jovenes. Estos sintomas se pueden
presentar especialmente en arboles de lima acida Tahiti —Citrus x latifolia (Tanaka ex
Yu. Tanaka) Tanaka— y limon pajarito, que son los hospederos mas susceptibles al
virus (Cambra & Moreno, 2000; Dawson et al., 2015; Orduz-Rodriguez & Mateus,
2012; Quiroga-Cardona et al., 2010) (figura 54).

Fotos: Lizeth Palacios y Diana Rodriguez

Figura 54. Sintomas de cTv en hojas de limas 4cidas. a. Arbol de limén pajarito sano; b. Arbol de
limon pajarito con clorosis generalizada; c. Hojas de lima 4cida Tahiti con nervaduras suberizadas;
d. Hojas de limon pajarito acucharadas; e. Aclaramiento de nervaduras en hoja de limon pajarito.
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Diagnostico

Para garantizar la sanidad del material de siembra en los viveros de citricos bajo
ambiente protegido, se requieren métodos de diagnostico de patégenos sensibles,
fiables y reproducibles, ya que el diagnostico erréneo de una sola planta madre
donadora de yemas conlleva la distribuciéon de miles de plantas infectadas a los
agricultores.

El diagnéstico de cTv se realiza mediante a) indexacion bioldgica, b) métodos

serologicos y ¢) moleculares, aprobados por la Organizacion Norteamericana de

Proteccion a las Plantas (Nappo, 2013a) e incluidos en la convencién internacional

de proteccién fitosanitaria (Convencion Internacional de Protecciéon Fitosanitaria

[c1pF], 2016), sugeridos en programas de cuarentena, saneamiento y certificacion de

citricos en varios paises.

o Indexacion bioldgica. Esta técnica de diagndstico consiste en la utilizacion de
plantas indicadoras de especies de citricos libres del patégeno, que reaccionan
ante la infeccidn del virus, al expresar diversos sintomas diferenciales segun el
patdgeno y el aislamiento (Roistacher, 1991).

Para el analisis de cTv se usa limén pajarito, que se inocula mediante injerto
con corteza de la planta que se va a analizar (Wallace & Drake, 1951). En cada
ensayo se deben inocular varias repeticiones e incluir un control negativo
(planta sana) y un control positivo (planta inoculada con cTv), para hacer la
comparacion de sintomas y garantizar la fiabilidad del diagndstico. Las plantas
se deben ubicar en invernadero bajo condiciones controladas de temperatura,
con fluctuaciones entre 24°C a 28°C en el dia y de 17°C a 21°C en la noche,
durante aproximadamente un ano (Roistacher, 1991).

Los sintomas dependen de la cepa del virus (suave o severa). Los mds caracteris-
ticos son las acanaladuras en el tallo, enanismo (acortamiento de entrenudos),
aclaramiento de nervaduras, engrosamiento de nervaduras y acucharamiento de
hojas (Figueroa et al., 2009; Murcia et al., 2002) (figura 55).
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Fotos: Diana Rodriguez

Figura 55. Diagnostico bioldgico de cTv en limén pajarito. a. Enanismo (izquierda), planta sana
(derecha); b. Acucharamiento de hojas; c. Aclaramiento de nervaduras (izquierda), Hoja sana
(derecha); d. Acanaladuras en el tallo (izquierda) y tallo sano (derecha).

o Serologia, mediante prueba de Elisa. El ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(Elisa, por sus siglas en inglés) fue publicado por Bar-Joseph et al. (1979), y por
Cambra et al. (1979), quienes demostraron su utilidad para un diagnoéstico rapido,
efectivo y fiable en tan solo 24 horas; ademas, puede analizar muestras en grandes
volumenes, con una eficiencia del 98 % (Cambra, 1983; Cambra et al., 2002).

El protocolo mas usado para el diagnoéstico de cTv es la inmunoabsorcion
enzimatica en fase doble de anticuerpo (Das-Elisa) (Cambra et al., 2002). El
método consiste en recolectar brotes tiernos de forma uniforme en la periferia
del dosel de la planta que se desea evaluar. De cada planta, se requiere 0,5 g de
tejido vegetal finamente picado (corteza y nervadura central de las hojas). Cada
muestra procesada debe analizarse por duplicado, ademas de incluir un control
positivo de infecciéon de cTv y un control negativo (planta sana). Las pruebas
serologicas se realizan con kits comerciales, siguiendo las metodologias del
fabricante y, en general, se cumplen los siguientes pasos.
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El tejido vegetal se debe macerar con buffer de extraccion y se almacena a -20 °C
hasta que se requiera para realizar la prueba. Para esta técnica, se utilizan
placas de poliestireno tapizadas con anticuerpos (IgG) especificos para el virus.
La fijacion del antigeno se realiza mediante la aplicacién del extracto de la
muestra (material vegetal macerado previamente). Posteriormente, se realiza la
aplicacion del anticuerpo conjugado marcado con la enzima (fosfatasa alcalina)
y, finalmente, se adiciona el sustrato de la enzima (p-nitrofenil fosfato), que
produce una coloracidon amarilla cuando la reaccion es positiva. Esta coloracion
es detectable a simple vista y cuantificable mediante lector de Elisa (figura 56).

Fotos: Lizeth Palacios

Figura 56. Resultado del diagndstico de cTv por Das-Elisa en plantas de citricos. a. Lector de Elisa;
b. Placa de Elisa: + corresponde al control positivo y — corresponde al control negativo; el resto de
los pozos en la placa corresponden a muestras de citricos evaluadas. Pozos con coloracion amarilla
indican que las muestras estdn infectadas por cTv.

El proceso se realiza a diferentes temperaturas y tiempos de incubacién que
permiten el fijado de los anticuerpos y, al final de cada paso, se realizan lavados
para eliminar el exceso de anticuerpos que no hayan logrado unirse. Las lecturas
de las placas de Elisa se realiza a los 30, 60 y 120 minutos a 405 nm; los valores
con densidad 6ptica mayores a dos veces la media de dos testigos negativos son
considerados como positivos a la infeccion por cTv (CIPFE, 2016).

o Técnicas moleculares. Estas técnicas se usan como complemento al diagndstico
bioldgico y serolégico. Las técnicas mas utilizadas para la deteccion de cTv son
la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) y la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real o
PCR cuantitativa (QRT-PCR).
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La RT-PCR es altamente sensible y permite la deteccion e identificacion de cepas
de cTV suaves y severas por medio de secuenciacion (Hilf et al., 2013). La qrT-PCR
ha sido ampliamente utilizada en estudios de la expresion de genes, deteccion
de d4cidos nucleicos especificos presentes en diversos tipos de muestras y la
cuantificacion especifica de la cepa (Freeman et al., 1999; Heid et al., 1996; Solano
et al.,, 2018); ademas, presenta una alta sensibilidad y reproducibilidad, lo que la
hace util como herramienta de diagndstico de virus. También permite cuantificar
de forma exacta del nimero de copias de ARN molde presente en una muestra
(Morales et al., 2013; Oliveros et al., 2009; Ruiz et al., 2007; Solano et al., 2018).

Para el diagndstico por RT-PCR y qRT-PCR se deben recolectar brotes tiernos de
forma uniforme en la periferia de la planta de citricos que se quiere evaluar, a
partir del cual se realiza la extraccion del dcido ribonucleico (ARN) y posterior
sintesis de ADN complementario (ADNc), para usarlo como molde para las
amplificaciones. Tanto para la RT-PCR como para la qrRT-PCR se han disefiado
cebadores especificos que permiten la amplificacion de regiones conservadas del
genoma de cTv que codifican para el gen de la proteina de la capside (Catara
et al., 2010; Hilf et al., 2005; Morales et al., 2013; Solano-Luna et al., 2018). Los
productos amplificados por RT-PCR se pueden visualizar en geles de electroforesis

mediante un fotodocumentador (figura 57).

CTV 670 pb

Fotos: Diana Rodriguez y Lizeth Palacios

Figura 57. Diagnéstico molecular de cTv por RT-PCR. a. Termociclador; b. Electroforesis en gel de
agarosa de productos de RT-PCR con cebadores especificos para identificar cTv (cN 150/cN 151).
M: Marcador de peso molecular 100 pb. Carril 1, 2, 3, 4, 5y 6 corresponden a plantas de lima acida
Tahiti infectadas con ctv donde se amplificé un fragmento de la proteina de la cédpside del virus de
aproximadamente 670 pb; - corresponde al control negativo del coctel de pcRr.
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La técnica qrT-PCR emplea un fluoréforo y combina la amplificacion y la detec-
cién en un mismo paso, al correlacionar el producto de la pcr de cada uno de
los ciclos con una sefal de intensidad de fluorescencia, que se visualiza en un
sistema optico acoplado al termociclador (figura 58).

Amplificacién

0 10 20 30 40
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Fotos: Diana Rodriguez y Lizeth Palacios

Figura 58. Diagndstico de CTV por qrT-PCR. a. Curvas de amplificacion para la deteccion de ctv. En
el eje de las ordenadas, se observa la fluorescencia relativa y, en de las abscisas, el nimero de ciclos dela
PCR. Las lineas verdes representan la fluorescencia emitida por el compuesto syBr Green, usado para
detectar la amplificacion. La linea paralela verde representa el valor del umbral de fluorescencia para
la reaccion; b. Termociclador para PCR cuantitativa.

Exocortis de los citricos

La exocortis es una enfermedad que estd presente en casi todas las regiones citricolas
del mundo y afecta la mayoria de las especies de citricos, especialmente las naranjas
y limas acidas (Duran-Vila, 1989). La exocortis disminuye la productividad, pero
no causa la muerte de los arboles. En Colombia, esta enfermedad se ha reportado
en viveros productores de plantulas de citricos y huertos comerciales de lima 4cida
Tahiti en Santander, Tolima, Cundinamarca, Eje Cafetero (Quindio, Caldas y
Risaralda) y Valle del Cauca (Murcia et al., 2010; Rodriguez-Mora et al., 2015).
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Agente causal

El agente causal de la exocortis de los citricos es el viroide de la exocortis de los citricos
(cevd) (Pospiviroid: Pospiviridae) (Semancik & Weathers, 1972). El genoma del viroide
es mas pequeno que los virus que afectan las plantas; estd constituido por un ARN
monocatenario circular de aproximadamente 370-375 nucledtidos (Gross et al., 1992).
Este viroide se transmite por injerto al usar yemas infectadas y de forma mecdnica
cuando se utilizan herramientas de poda contaminada; no se transmite por semilla
sexual y, hasta el momento, se desconocen vectores asociados (Duran-Vila, 2004).

Sintomas

La exocortis puede infectar las plantas de citricos desde la etapa de vivero hasta el
establecimiento en campo. En etapa de vivero, las plantas son asintomaticas. Los
sintomas suelen aparecer a partir del cuarto o quinto ano de su establecimiento
en campo (Duran-Vila, 2004), por lo que se requiere de técnicas de diagnéstico
bioldgico y molecular para su deteccién oportuna y garantizar que el material que se
lleva a campo esta libre de la enfermedad. En campo, la exocortis presenta sintomas
asociados a la aparicion de escamas en la corteza del portainjerto, grietas en tallos y
ramas, y enanismo (Bernad et al., 2009; Duran-Vila, 2004) (figura 59).

Fotos: Nubia Murcia

Figura 59. Sintomas asociados con exocortis en citricos. a. Arbol con sintomas de descamaciones en
la corteza del portainjerto; b. Agrietamiento en ramas.
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Diagnostico

El diagndstico de la exocortis de los citricos se hace a partir de la deteccion del cevd
mediante pruebas de diagndstico bioldgico y molecular, aceptadas por la Nappo (2013a).
o Indexacion biolégica. Para el diagnostico, se usa cidro etrog clon Arizona
861-S1 (Citrus medica L.), una planta altamente susceptible que se seleccion6
como indicadora general para los viroides, y expresa los sintomas propios de

la infeccién por estos patogenos: epinastia, enanismo, necrosis de peciolo,
nervaduras y tallo (Durdn-Vila et al., 1988) (figura 60).

Fotos: Diana Rodriguez

d|
Figura 60. Sintomas de exocortis en cidro etrog clon Arizona 861-S1. a. Planta sana (derecha) vs. planta
con enanismo (izquierda); b. Hoja sana (izquierda) vs. necrosis de peciolo y nervadura de hoja: basal,
media y apical (derecha); c. Hoja sana (izquierda) vs. epinastia (derecha); d. Tallo sano (izquierda)
vs. necrosis de tallo (derecha).

La inoculacién en cidro etrog se realiza mediante injerto con tejido de corteza de
la planta que se va a analizar; ademads, se debe incluir un control negativo (planta
sana) y un control positivo (planta inoculada con cevd) para asegurar el rigor y
confianza del diagnéstico. Las plantas inoculadas se deben ubicar en condiciones
controladas de temperatura entre 28 °C y 32 °C, para asegurar la expresion de
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los sintomas, que generalmente se presentan de tres a seis meses después de la
inoculacion (Duran-Vila, 1989).

Cuando se realizan los ensayos bioldgicos en la especie indicadora cidro etrog, se
pueden replicar varias especies de viroides. Cuando se inocula tejido de plantas
afectadas de campo, en las que generalmente se presentan mezclas de viroides, es
necesario utilizar controles positivos inoculados con la especie de viroide que se
evaluara de forma independiente y acompanar la deteccion del agente causal con
las técnicas moleculares como complemento del diagnéstico bioldgico.

o Técnicas moleculares. Dentro de estas técnicas se encuentran el analisis de
acidos nucleicos por electroforesis secuencial en geles de poliacrilamida (sPAGE)
(Duréan-Vila et al., 1993), la hibridacién de acidos nucleicos (Murcia et al., 2009,
2010) y la rT-PCR (Bernad & Duran-Vila, 2006). La RT-PCR se basa en el uso de
cebadores que amplifican secuencias completas o parciales del genoma de cevd;
se trata de una de las pruebas mas utilizadas para el diagnéstico de viroides por
su alto grado de sensibilidad, reproducibilidad y capacidad para discriminar
entre variantes suaves y agresivas de CEvd (Bernad & Duran-Vila, 2006).

Para el diagndstico por RT-PCR, se debe colectar tejido vegetal de cidro etrog (seis
meses después de la inoculacion con el tejido que se desea evaluar) o directamente
de tejido vegetal de citricos, a partir del cual se realiza la extracciéon del acido
ribonucleico (ARN) y posterior sintesis de ADN complementario (ADNc), como
molde para la amplificacion. Los productos amplificados por PCR se visualizan
en geles de electroforesis mediante un fotodocumentador (figura 61).

M1 23456 ()

CEVd 371pb

Figura 61. Diagndstico molecular de cevd por RT-PCR. a) Termociclador; b) Electroforesis en gel de

Fotos: Diana Rodriguez

y Lizeth Palacios

agarosa de productos de RT-PCR con cebadores especificos para la amplificacion del genoma completo
de cevd (cevd - F1/R1). M: Marcador de peso molecular 100 pb. 1, 2, 3,4, 5y 6: muestras de cidro etrog
infectadas con cevd (tamano aproximado de 371 pb); - control negativo (planta sana).



166 Bases tecnoldgicas para la producciéon de material de siembra de alta calidad
de las especies citricas para Colombia

Huanglongbing de los citricos

El HLB es una enfermedad catastrofica para la citricultura, que afecta plantas de
la familia Rutaceae y a todos los cultivares de citricos (Halbert, 1998). También el
mirto (Murraya paniculata (L.) Jacq.) se ha citado como hospedante secundario
(Hungetal., 2000; Walter et al., 2012). La enfermedad estd ampliamente distribuida
en paises productores de citricos y fue reportada por primera vez en 1919 en China
(Lin, 1956); posteriormente, en Africa (Garnier et al., 2000) y, a partir del 2004, se
ha diseminado en paises citricolas del continente americano como Brasil, Cuba,
Estados Unidos y México (Nappo, 2012). En Colombia, se detectd en cultivos
de limas dacidas en el 2016, y se encuentra reportada en los departamentos de La
Guajira, Atlantico, Bolivar, Cesar, Magdalena, Norte de Santander, Cérdoba y
Sucre (Instituto Colombiano Agropecuario [1cA], 2017, 2018).

Agente causal

Los agentes causales del HLB son tres bacterias fastidiosas del género Candidatus
Liberibacter, familia Rhizobiaceae, Candidatus Liberibacter asiaticus (Bové, 2006),
Candidatus Liberibacter africanus (Garnier et al., 2000) y Candidatus Liberibacter
americanus (Texeira et al., 2008). Estas bacterias son gramnegativas, vasculares,
limitadas al floema y no se pueden aislar en medio de cultivo artificial (Camacho-Tapia
et al,, 2016). Candidatus Liberibacter asiaticus es la especie reportada en Colombia
(1ca, 2015a).

La trasmision del HLB se presenta principalmente por material vegetal contaminado
(plantas y yemas) a través de la injertacion y por insectos vectores. C. L. africanus es
transmitida por el psilido Trioza erytrea (Del Guercio), mientras que C. L. asiaticus y
C.L.americanussontransmitidaspor DiaphorinacitriKuwayama (Hemiptera: Liviidae)
(Halbert & Manjunath, 2004) de forma persistente circulativa (Ammar et al., 2016).
la transmision por semilla sexual atin no se ha demostrado (Hartung et al., 2010).

Sintomas

El HLB afecta todos los cultivares citricos; no obstante, la manifestacion y severidad de
los sintomas son distintos en las diferentes especies. Incluso se puede presentar una
distribucion desigual de la infeccidn por la bacteria en los arboles afectados, y se pueden
encontrar plantas asintomaticas (Folimonova et al., 2009; Paredes-Tomas et al., 2015).
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Los sintomas iniciales de la enfermedad se comienzan a manifestar en la planta
después de un periodo de latencia que varia entre seis meses y un afio (Hung et al,,
2000), y se presentan en una o varias ramas de un lado del arbol, con una clorosis
intensa que claramente es diferencial con el color verde del resto de la planta. Hacia
la base de las ramas afectadas aparecen hojas maduras con el sintoma tipico del HLB,
un moteado asimétrico que se manifiesta por manchas de color verde y amarillo
en forma de parches con bordes difusos, que se distribuyen de forma irregular en
ambos lados de la nervadura central de la hoja; ademas, las nervaduras se tornan
amarillas, gruesas y corchosas (Bové, 2006; Servicio Nacional de Calidad y Sanidad
Vegetal y Semillas [Senave], 2013)

Las hojas de las nuevas brotaciones disminuyen progresivamente de tamafio y puede
presentarse una clorosis intensa que puede confundirse con deficiencias nutricionales
con zinc, manganeso, hierro y magnesio (figura 62).

Fotos: Diana Rodriguez

Figura 62. Sintomas de HLB en hoja de limon pajarito. a. Hoja sana; b. Moteado asimétrico y nervadu-

ra central corchosa; c. Deficiencia de magnesio; d. Deficiencia de zinc.

A medida que avanza la enfermedad, se produce defoliacion, seguida de brotaciones
irregulares y floracion fuera de época, asi como formacién de frutos pequefios y
deformes que se desprenden facilmente del arbol con semillas vanas de color
amarillo oscuro a marrdén; ademas, los arboles se vuelven improductivos hasta que,
finalmente, ocurre la muerte de la planta (Bové, 2006; Senave, 2013).
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Diagnostico

De acuerdo con la Nappo (2013a), las pruebas avaladas para hacer el diagndstico de HLB
en el material de propagacion de citricos son la reaccion en cadena de la polimerasa
(PcR) y la PCR en tiempo real (QPCR) o0 PCR cuantitativa. Estas técnicas se basan en el
uso de cebadores que amplifican las secuencias de ApN de Candidatus Liberibacter
spp. Las secuencias del genoma de la bacteria causante del HLB en Colombia, C. L.
asiaticus, extraidas de D. citri, fueron recientemente reportadas por Wang et al. (2020).

Para el diagndstico por PCR y qPCR, se deben colectar brotes tiernos de forma
uniforme en la periferia de la planta de citricos que se quiere evaluar, a partir de
los cuales se realiza la extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN), con el fin de
usarlo como molde para las amplificaciones.

La pcr utiliza cebadores que amplifican las secuencias de los genes 16s rpNa y
genes proteinicos (operon-B). Los cebadores Ol1-Ol2c¢ (Jagoueix et al., 1996) y A2-
J5 (Hocquellet et al., 1999) se usan para el diagnédstico de C. L. africanus y C. L.
asiaticus, y los cebadores GB1-GB3 (Teixeira et al., 2005) para C. L. americanus. Los
productos amplificados por la PCRr se visualizan en geles de electroforesis mediante
un fotodocumentador, mientras que los productos amplificados por la gpcr se
visualizan en un sistema 6ptico acoplado al termociclador (figura 63).

Ca. L. asiaticus 703 pb

Fotos: Diana Rodriguez y Lizeth Palacios

Figura 63. Diagnostico molecular de HLB por PCR. a. Termociclador; b. Electroforesis en gel de agarosa
de productos de PcR con cebadores especificos para identificar C. L. asiaticus (A2-]J5). M: Marcador de
peso molecular 100 pb. Carril 1, 2 y 3 corresponden a muestras de limén pajarito infectadas con HLB
(tamano aproximado de 703 pb); - corresponde al control negativo (planta sana).
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La baja concentracién y la distribucion irregular del patégeno en las plantas
huésped, junto con los inhibidores de la pcr presentes en los extractos de citricos,
han dificultado la deteccion del patdégeno. Aunque la PCR y la qPCR son técnicas
aceptadas para la confirmacion de arboles sintomaticos para HLB, la gpCR es mucho
mas sensible y robusta que la PCR, y permite deteccion y cuantificacion de la bacteria
incluso en plantas asintomaticas. Sin embargo, las dos técnicas estan avaladas para
hacer el diagndstico de HLB (Nappo, 2012).

Manejo preventivo de enfermedades de origen viral,
viroidal y bacteriano

Las estrategias de manejo para el control de enfermedades como la tristeza de los
citricos, exocortis y HLB son preventivas, no tienen cura, y por eso se deben atender
las siguientes recomendaciones:

« Utilizar yemas de citricos provenientes de plantas sanas, obtenidas de programas
de saneamiento, a partir de la técnica de microinjertacion de apices caulinares,
conservadas bajo ambiente protegido en casa de malla antipulgén.

o Realizar un estricto control fitosanitario de las plantas utilizadas para producir
portainjertos que son cultivadas en campo para obtener semillas, debido a que
estas enfermedades no se transmiten por semilla sexual. No obstante, las plantas
madre que son portadoras sospechosas o diagnosticadas como portadoras de
estas enfermedades no se deben usar para este proposito.

o Usar portainjertos que estan indicados como tolerantes al virus de la tristeza y
la exocortis (tabla 16).

« Producir plantas de citricos bajoambiente protegido. Las casas de malla o invernaderos
deben disponer de infraestructura con doble puerta, con marco cerrado y cubierta
con malla antipulgdn, disefiada para evitar entrada de posibles vectores.

o Realizar una inspeccion periddica de las plantas.

o Disponer de herramientas de uso exclusivo para actividades de vivero como
tijeras podadoras y navajas para injertacion.

o Tener vestuario de uso exclusivo para las actividades al interior de casas de malla.

o Desinfectar las herramientas mediante inmersién con hipoclorito de sodio al 3 %,
durante las labores de injertacién y poda (cuchillas, tijeras, serruchos etc.). Los
viroides son muy estables y pueden transmitirse con facilidad con las herramientas
en el momento que se hace contacto con el arbol, inclusive después de varias
semanas (Durdn-Vila, 2004).
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o Realizar labores de inspeccion y vigilancia del estado de la infraestructura del

invernadero, especialmente de la malla antipulgén, con el fin de realizar las

reparaciones oportunas y evitar la entrada de los vectores del virus o bacterias.

Tabla 16. Comportamiento de portainjertos usados en Colombia frente a las enfermedades causadas

por hongos, virus y viroides

Portainjerto
Naranjo agrio

Naranjo dulce
Kryder 15-3

Citrumelo CPB
4475 o citrumelo
swingle

Citrange Carrizo

Citrange Troyer

Mandarina
Cleopatra

Limon
Volkameriana

Limén rugoso

Sunky x English

Sunky x Jacobson

Lima Rangpur

Nombre cientifico

Citrus aurantium L.

Citrus sinensis (L.)

Poncirus trifoliata (L.)

Raf.

Citrus paradisi Macf. x
Poncirus trifoliata (L.)

Raf.

(Citrus sinensis
‘Washington’ sweet
orange x Poncirus
trifoliata.

Citrus sinensis
‘Washington’ sweet
orange X Poncirus
trifoliata)

Citrus reshni Horth.

Ex Tan.

Citrus volkameriana

Ten. y Pasq.

Citrus jambhiri Lush.

Citrus sunki Hort. ex
Tan. x P. trifoliata (L.)

Raf.

Citrus sunki Hort.
ex Tan. x Poncirus
trifoliata [L.] Raf.)

Citrus limonia Osbeck

Gomosis
Tolerante

Susceptible

Tolerante

Resistente

Medianamente
Tolerante

Tolerante

Susceptible

Susceptible

Susceptible

Resistente

Resistente

Susceptible

Tristeza Exocortis
Susceptible Tolerante
Tolerante Tolerante
Medi ¥

COIAnAMEnte Susceptible
tolerante
Tolerante Tolerante
Tolerante Susceptible
Tolerante Susceptible
Susceptible Tolerante
Tolerante Tolerante
Tolerante Tolerante
Tolerante Susceptible
Medi t

COIANAMEnte Susceptible
tolerante
Tolerante Susceptible

Fuente: Lopez y Cardona (2007), Orduz-Rodriguez et al. (2009), Orduz-Rodriguez y Mateus (2012), Chaparro-

Zambrano et al. (2013)
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Mancha marron

La mancha marrén es una enfermedad que afecta todos los estadios de desarrollo
de los citricos desde la etapa de vivero hasta su establecimiento en campo. Se ha
identificado mayor susceptibilidad a la enfermedad en tangelos (Castro-Caicedo et
al., 1994), mandarinas (Dalkilic et al., 2005) y pomelos (Timmer et al., 2003). La
enfermedad se ha reportado en paises subtropicales y tropicales como Sudafrica,
Israel, Turquia, México, Estados Unidos (Florida) y Colombia (Castro et al., 2000).

Agente causal

El agente causal asociado a la mancha marrén es un patotipo del género Alternaria,
perteneciente a la familia Pleosporaceae (Mycobank, 2015). Alternaria ha sido
ampliamente descrito como causante de enfermedades en citricos. Actualmente, se
conocen cuatro enfermedades causadas por este patogeno: 1) la mancha marrén de
las mandarinas causada por un patotipo de A. alternata, que afecta selectivamente
a un grupo de variedades; 2) la mancha foliar del limén rugoso (C. jambhiri Lush)
y la lima Rangpur (C. limonia Osbeck) causada por otro patotipo de A. alternata;
3) la mancha foliar del limon pajarito causada por la especie A. limicola Simmons y
Palm (Simmons, 1990) y 4) la podredumbre negra de los frutos de citricos causada
por A. alternata (Bliss & Fawcett, 1944; Peever et al., 2004; Simmons, 1990; Timmer
et al., 2003). Otras especies de Alternaria como A. limicola y A. tenuissima han sido
identificadas afectando mandarinas, limones y tangelo Minneola.

Sintomas
La infecciéon por Alternaria spp. puede causar manchas alargadas, necrosis y

marchitez del tallo, asi como secamiento apical de brotes (Valkonen & Koponen,
1990) (figura 64).
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Fotos: Lizeth Palacios

Figura 64. Sintomas ocasionados por Alternaria sp. en el portainjerto Sunki x English. a. Manchas
alargadas en tallo; b. Necrosis y marchitez del tallo; c. y d. Secamiento apical de brotes.
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Las hojas afectadas desarrollan manchas de color marrén a negro o manchas que
pueden variar considerablemente en tamano, color y forma. Estas hojas pueden caer
prematuramente. Algunas especies de Alternaria, particularmente A. alternata,
dependen de la produccion de toxinas para la colonizacion de su hospedero. La
toxina se transloca a través del sistema vascular produciendo clorosis a lo largo de
las venas desde la lesion de la hoja, causando la muerte del tejido foliar adyacente
(Pegg et al., 2014).

Diagnostico

Los sintomas producidos por Alternaria spp. son similares a los ocasionados por
otros microrganismos fungosos; por eso, un diagndstico visual no es suficiente
para la identificacion del agente causal de la enfermedad, sino que se requiere del
montaje de camaras humedas y el aislamiento del patégeno en medio de cultivo agar
papa dextrosa (PDA) y posterior observacion de caracteres morfoldgicos del hongo
mediante el uso de claves taxondmicas. El micelio de Alternaria spp. se caracteriza
por tener hifas septadas dematiaceas (figura 65a); las conidias tienen caracteristicas
muy particulares que las hacen faciles de reconocer, son anchas cerca de la base y se
van estrechando gradualmente hacia un pico alargado, con una pigmentacién oscura,
y presentan tabiques transversales y longitudinales (figura 65b). Estas se agrupan en
cadenas o en forma ramificada en el dpice de los conididforos. Las colonias fiingicas
de Alternaria spp. presentan tonalidades negras, grises o verdes (Pegg et al., 2014).

Fotos: Lizeth Palacios

Figura 65. Morfologia microscopica a partir de cultivo de Alternaria spp., 40X. a. Hifas septadas
dematiaceas; b. Conidias con septos transversales y longitudinales, catenuladas, redondas en un
extremo y estrechas en el otro.
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Manejo de la enfermedad

Elmanejo dela enfermedad en vivero se basa en practicas preventivas. Es recomendable
el uso de yemas sanas para realizar la injertacion, instalar pediluvios en la entrada
de los viveros, evitar realizar riego por aspersion, procurar mayor espacio entre las
plantas para mejorar la ventilacion y realizar monitoreos perioédicos de las plantas, con
el fin de detectar los dafios ocasionados por el patdgeno y tomar medidas de control
(Pegg et al., 2014).

Unavez se presente laenfermedad en el vivero, es recomendable llevar a cabo practicas
como podar y desechar las ramas, brotes y hojas enfermas; eliminar cualquier
acumulacién de hojarasca en la base de las plantas, para minimizar la acumulacién
de esporas y eliminar plantas afectadas; evitar el exceso de riego y la fertilizacion
nitrogenada durante algin tiempo para no promover el crecimiento vegetativo
excesivo, debido a que este es tejido susceptible (Dewdney, 2021; Whiteside, 1976).

Como fungicidas efectivos para el control de Alternaria spp. se han reportado los
ditiocarbamatos, aplicados una semana después de la emergencia del brote y, de nuevo,
dos semanas después (Timmer et al., 2000). También se ha sugerido la aplicacion de
triazoles y famoxadon (Sadowsky et al., 2002) y la estrobilurina, probada y determinada
como efectiva (Dewdney, 2021; Mondal et al., 2005; Sadowsky et al., 2002).

Gomosis

La gomosis de los citricos, denominada también pudricion del pie, es una enfermedad
muy comun en los citricos. La infeccién se puede presentar tanto en vivero como
en campo. El patdgeno afecta el cuello de la raiz, los tallos y las ramas primarias de
las plantas de citricos. También puede colonizar raices, causando la pudricion de las
plantas, cuando se presenta una alta humedad en el suelo (Luis et al., 2010). Estos
dafios reducen los rendimientos del cultivo entre 10% y 30% cuando se siembran
sobre portainjertos susceptibles (Mounde et al., 2009) (tabla 16).

Agente causal
Lagomosis estd asociada con mas de 10 especies de oomicetes del género Phytophthora

(Peronosporaceae). Entre las especies mas frecuentes se registran P. parasitica Dastur,
1913, P. citrophthora (R. E. Sm. & E. H. Sm.) Leonian, 1925, P. citricola Sawada 1927,
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P. palmivora E. J. Butler, 1919, P. cryptogea Pethybr. & Laft., 1919 (Feichtenberger
et al., 2005). Las diferencias morfologicas entre algunas de las especies son pocas y
variables, lo que dificulta la clasificacion precisa de la especie y conduce a diferentes
respuestas ante las estrategias de control (Klotz, 1978), lo que le da mayor ventaja a
Phytophthora. Varios estudios han identificado a P. citrophthoray P. parasitica como las
especies mas destructivas causantes de podredumbre del pie en citricos (Klotz, 1973;
Verniére et al., 2004).

Phytophthora es un habitante natural del suelo, que sobrevive sobre suelos con
alta humedad, capaz de dispersarse por el movimiento de suelo y uso de sustratos
contaminados, contacto entre raices, aguas superficiales, salpicaduras desde el suelo
a los tejidos de la planta o movimiento de propagulos por humanos o invertebrados
(Ristaino & Gumpertz, 2000).

Sintomas

La infeccion de Phytophthora spp. en citricos puede ocurrir en las semillas antes
de la germinacién o en la etapa de germinacion, infectando los tejidos de la base
del hipocétilo con lesiones deprimidas de color oscuro que aumentan de tamano y,
finalmente, causan la muerte de las plantulas (Neto et al., 2016).

Cuando el patogeno afecta las raices, estas se ablandan. La corteza se puede levantar de
forma facil y se produce un sintoma de necrosis en el leo. Cuando las lesiones avanzan
hacia el tallo, se produce un crecimiento retardado de la planta, marchitez prematura
y muerte de la planta. Cuando la enfermedad afecta el tallo, aparecen lesiones con
manchas oscuras e irregulares que avanzan hacia la yema injertada. También se pueden
presentar grietas en la corteza, lesiones de color oscuro en el lefio y pueden aparecer
exudaciones de goma. Las hojas de las plantas se tornan de color verde palido y las
nervaduras amarillas, con brotes escasos y decaimiento de la planta. En ocasiones,
se pueden presentar lesiones directamente en el follaje, donde se producen manchas
concéntricas irregulares o redondeadas de color pardo oscuro (Luis et al., 2010).

La gomosis también se puede presentar de forma asintomatica. El patégeno puede
permanecer en las raices de las plantas infectadas, asi como en el sustrato hasta su
establecimiento en el campo (Neto et al., 2016), donde puede desarrollar sintomas
de podredumbre de la raiz o podredumbre de la corona. La corteza infectada se
mantiene firme con pequefas grietas a través de las cuales se produce abundante
exudacion de goma (Savita & Avinash, 2012) (figura 66).
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Fotos: Diana Rodriguez

Figura 66. Sintoma asociado a gomosis en naranja Valle Washington injertada sobre CPB 4475. a.
Exudacion de goma; b. Necrosis interna en tallos principal.

Un sintoma de infeccion grave es el cambio en la coloracion de las hojas a verde
palido con venas amarillas, manchas irregulares de color oscuro en la base del tallo
cerca del suelo, flacidez generalizada de hojas y presencia de cancro bien definido
(Alvarez et al., 2006; Jagtap et al., 2012).

Diagnéstico

Para el diagndstico de la gomosis, se han desarrollado medios selectivos para el
aislamiento de Phytophthora spp. a partir del suelo, raices o de la corteza en la base
del tallo de arboles enfermos (Tsao, 1960, 1970, 1983). Los medios mas utilizados para
aislamiento de Phytophthora en citricos son los siguientes: medio de Kerr’s modificado,
(Hendrix & Kuhlman, 1965), medio MacCain (McCain et al., 1967), medio Masago
(Masago et al., 1977), medio pvpH (Tsao & Guy, 1977), medio PARPH (Mitchell et
al., 1986) y medio BHMPVR (Bist & Nene, 1988). Los mds exitosos son aquellos que
contienen antibiéticos antibacterianos y agentes fingicos (Eckert & Tsao, 1960; Kueh
& Khew, 1982; Naqvi, 1990; Tsao & Guy, 1977; Tsao & Ocana, 1969).
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El muestreo se realiza seleccionando tejido vegetal con lesiones como exudaciones
de goma, agrietamiento visible con exposiciéon de lefia, presencia de cancro y
destruccion de lena (Orozco, 1995), o plantas de vivero que presenten marchitez o
muerte stubita. Una vez recolectadas las muestras, se procede a la desinfeccion del
tejido y posterior siembra en la caja de Petri con medio selectivo, para la obtencién
del aislamiento de Phytophthora spp.

En medio de cultivo, las cepas de Phytophthora spp. se caracterizan por presentar un
patron de crecimiento de tipo petaloide o en forma arrosetada. Microscopicamente,
muestra hifas coraloides, torulosas, clamidosporas de pared gruesa intercalares
(formadas entre hifas) o terminales (en los extremos de las hifas) y esporangios
que pueden ser papilados o semipapilados con una a dos papilas, o caducos.
Los esporangios pueden presentar forma obpiriforme o limoniforme (Drenth &
Sendall, 2001).

Manejo de la enfermedad

El manejo de la enfermedad en vivero se fundamenta en practicas preventivas, para

lo cual es recomendable realizar las siguientes acciones:

o Utilizar un sustrato con una mezcla de insumos o materiales que eviten la
compactacion excesiva, que permitan el crecimiento de raices y el buen drenaje
el agua.

o Desinfectar las semillas antes de la siembra.

« Desinfectar los sustratos con fungicidas sistémicos especificos para los protozoos
del tipo oomicetos, como son las fenilamidas y los etilfosfonatos. Dentro de las
fenilamidas se encuentra el metalaxyl, que tiene accion preventiva y curativa. Los
etilfosfonatos son las sales o ésteres del acido fosfonico, cuyo principal compuesto
es el fosetilaluminio y su accion es sistémica. Estos fungicidas se aplican en
el momento del trasplante de semillero a bolsa, en una dosis de 1 cc/L y 3 g/L
en drench, respectivamente. Para evitar problemas de toxicidad del operario y
de las plantas del vivero, es necesario que el viverista conozca la toxicidad del
producto y el tiempo de espera de la aplicacion a la siembra. Por ello, se debe leer
cuidadosamente la etiqueta del producto y consultar a un ingeniero agrénomo
sobre los pasos para el tratamiento.

o Utilizar portainjertos tolerantes a gomosis (tabla 16).

o Realizar monitoreos o inspecciones periodicas de las plantas para detectar los
dafos ocasionados por el patdgeno y tomar medidas de control.
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o Evitar el exceso de riego y realizar una fertilizacion de acuerdo con los
requerimientos de las plantas.
o Eliminar plantas enfermas.

Adicionalmente, se requiere de forma obligatoria las siguientes disposiciones de la

Resolucion 12816 de 2019 del 1ca:

o Disponer de un sistema de riego y drenaje, para evitar encharcamientos que
causen pudricién de las semillas, presencia de enfermedades fungosas en la
plantula u otros problemas.

o Tener camas o estibas elevadas del suelo, minimo 15 cm, para aislar efectivamente
el material de propagacion contra patdgenos del suelo (figura 67).

Foto: Yeison Lopez-Galé

Figura 67. Plantas de citricos dispuestas sobre estibas de concreto elevadas a 15 cm del suelo.

o Tener un cobertizo que aisle los sustratos del agua lluvia, viento y luz solar
directa, y disponer de un area de almacenamiento, un area de mezclas sobre piso
de cemento u otro material que no permita que estos estén en contacto directo
con el suelo, y un area de desinfeccion de sustratos.
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o Elacceso ala casa de malla debe tener una antecamara de desinfeccioén con piso
de cemento, con doble puerta con marco cerrado y cubierta con malla antiafidos,
disenada para evitar entrada de posibles vectores o patdgenos, donde se debe
tener una zona de desinfeccion de zapatos con cal viva (figura 68), para evitar la
contaminacion del vivero con patdgenos del suelo (pediluvio).

o Llevar un registro de las labores fitosanitarias que se realicen en el vivero y los
insumos delos agroquimicos y organicos utilizados (nombre comercial, ingrediente

activo, dosis/litro, frecuencia) para el manejo de los problemas fitosanitarios.

Fotos: Nubia Murcia

Figura 68. Casa de malla de citricos. a. Antecamara de desinfeccion con piso de cemento; b. Zona de
desinfeccion de calzado.

Fumagina

La fumagina no es una enfermedad exclusiva de los citricos; también se presenta
en otros hospederos (Barahona & Barrantes, 1991). Afecta todas las especies de
citricos y se presenta en hojas, tallos y frutos, principalmente cuando las plantas son
afectadas por insectos que excretan melaza (Castillo, 2001; Orozco, 1999). En ataques
fuertes de fumagina, la planta se debilita, lo que provoca una intensa defoliacion;
se disminuye sustancialmente el vigor vegetativo y puede incluso llegar a causar la
muerte de la planta (Castano & Del Rio, 1994; Loussert, 1992).
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Agente causal

Los hongos que causan la fumagina pertenecen al género Capnodium, familia
Capnodiaceae. El dao que causa Capnodium spp. es indirecto; el hongo no parasita
directamente al tejido vegetal, sino que se desarrolla utilizando la melaza de los in-
sectos chupadores como afidos, mosca blanca, escamas y el piojo harinoso (Pastrana
et al., 1998). Al limpiar la superficie de la hoja que presenta fumagina, la capa negra
sale facilmente y se ve el verde brillante de la hoja sin presentar algtn tipo de dafio.
El hongo crece sobre la superficie de las hojas y, por lo tanto, dificulta la actividad
fotosintética (Barahona & Barrantes, 1991) (figura 69).

Fotos: Diana Rodriguez

Figura 69. Tipo de dafio ocasionado por fumagina en citricos. a. Insectos chupadores (mosca blan-
ca) en el envés de la hoja de citricos; b. Sustancias azucaradas en el haz de la hoja con presencia de
fumagina; c. Lado izquierdo de la hoja: infeccion superficial por fumagina, lado derecho de la hoja:
color verde brillante sin presentar ningun tipo de dafio después de limpiar la superficie de la hoja con
infeccién de fumagina.

Las conidias del hongo son las que diseminan la enfermedad de una hoja a otra y, si
al germinar encuentran nutrientes suficientes (sustancias azucaradas), comienza el
desarrollo micelio caracteristico de la enfermedad.

Sintomas

El sintoma caracteristico de la fumagina es una mancha formada por un polvo
negro muy fino que se fija generalmente en el haz de las hojas. El polvo poco a poco
invade todo el limbo, formando una pelicula delgada, suave al tacto y facilmente
desprendible al raspar la hoja, ya que el hongo no penetra los tejidos vegetales (figura 70).
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Fotos: Diana Rodriguez

Figura 70. Hojas de citricos con diferente grado de infeccion de fumagina. a. Hoja sana; b. Invasion
la fumagina con diferentes grados de infeccion hasta cubrir el 100 % del limbo de la hoja.

o

e

La presencia de esta enfermedad depende de las poblaciones de insectos chupadores
que se presentan en las brotaciones vegetativas de las plantas. Cuanto mayor sean
las infestaciones de insectos chupadores, mayor sera la secrecion de las sustancias
azucaradasy, por ende, mayor serd la incidencia del hongo (Pastrana et al., 1998). Las
condiciones atmosféricas también tienen un papel muy importante en la incidencia
de la enfermedad: la elevada humedad relativa y la poca iluminacion son condiciones
favorables para su desarrollo (Barahona & Barrantes, 1991).

Diagnostico

El diagnostico de la fumagina se puede realizar facilmente de forma visual, ya que
la sintomatologia es muy similar al tizne. El hongo se desarrolla de forma superficial
sobre las hojas, formando una especie de pelicula de color negro muy distinguible
a simple vista, por lo que se requieren de monitoreos frecuentes para la deteccion
oportuna de insectos chupadores y sintomas de la enfermedad, para hacer un manejo
adecuado de la fumagina y garantizar la sanidad de las plantas de citricos.

Manejo de la enfermedad

Dado que la fumagina es siempre consecuencia de los ataques de insectos chupadores,
su principal método de manejo es la prevencion a través de un adecuado control de
las poblaciones de insectos (1ca, 2012) con insecticidas convencionales solos o en
combinacion con aceites minerales que han resultado ser muy ttiles para el control
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de plagas en citricos (Larral & Ripa, 2009). También es recomendable realizar las

siguientes labores:

« Evitar la alta densidad de plantas por drea para mejorar la aireacion y disminuir
las condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad: alta humedad
relativa y poca iluminacion de las plantas.

o Cuando la enfermedad se establece en las plantas de citricos, se debe hacer
control de la poblacion de insectos chupadores; sin embargo, como la fumagina
queda en las hojas, se debe utilizar detergentes agricolas para asi limpiar el tejido

de la planta (figura 71).

Fotos: Diana Rodriguez

Figura 71. Control de fumagina en citricos. a. Control de insectos chupadores (mosca blanca);
b. Desprendimiento de la fumagina de las hojas de citricos después de realizado el control.

o En caso de que se presenten danos severos por la fumagina, se debe realizar
aspersiones de fungicidas ctpricos o carbamatos (Barahona & Barrantes, 1991).
o Todas las labores fitosanitarias que se realicen en el vivero se deben registrar en

un libro de campo.
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