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Resumen

Huanglongbing (HLB) es una enfermedad destructiva, que potencialmente puede
causar pérdidas totales en la produccion de citricos en México y en el resto del
mundo. Los sintomas son amarillamiento de las hojas, menor produccion de frutos,
y eventualmente muerte de arbol enfermo. A la fecha no existe un tratamiento eficaz
y se considera como la principal amenaza a la produccion de citricos

(www.senasica.gob.mx). El agente causal del HLB es la bacteria no cultivable

Candidatus Liberibacter asiaticus, cuyo habitat se restringe al tejido vascular del

floema en citricos. La bacteria es transmitida por el psilido Diaphorina citri.

En el presente solicitud de permiso de siembra experimental se propone el uso de
citricos modificados genéticamente, expresando la proteinas antimicrobiana
defensina con capacidad de movimiento sistémico in planta. Para este propaésito, se
ha generado naranja GM expresando defensina humana. Se pretende realizar la
siembra experimental en un predio de acceso restringido en Tecoméan, Colima, un
area citricola donde es endémico el HLB. La evaluacién en campo nos permitira
estudiar la proteccién de las plantas en condiciones naturales de infeccién, y asi

adecuar la tecnologia a los requerimientos propios de nuestro pais.
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Datos del OGM

Organismo: Citrus x sinensis

Nombre Comun: Naranja Dulce Valencia.

Evento: Resistencia a HLB.

Origen de las plantas: CINVESTAV Ciudad de México.
Sitio de Liberacion propuesto: Tecoman, Colima.
NUumero de Hectareas solicitadas: Una.

Cantidad de semilla aimportar: Las plantas se generaron en México.
Fenotipo adquirido: Resistencia a HLB.

Nombre comercial: No tiene.

Objetivo de la liberacién al ambiente:

El objetivo de esta siembra a cielo abierto es evaluar una estrategia biotecnolégica
con potencial de controlar a la plaga cuarentenaria denominada HLB que infecta
arboles de citricos, de gran importancia para nuestro pais. Cabe sefalar que la
industria citricola en México siembra en una superficie de 549 mil Ha con una
produccion de 7 millones de toneladas y un valor de diez millones de pesos anuales,
Desde el punto de vista social, trabajan en esta actividad 69,000 productores,
generando 159,000 empleos directos y emplea mas de cinco millones de jornales. El
HLB se considera la enfermedad mas devastadora que ha tenido el cultivo de citricos
en el pais y a nivel mundial, para los cuales no hay una cura y control consiste en la
remocion de los arboles infectados. El evaluar en campo posibles estrategias de
control que ya han dado resultados en biocontencion, nos permitira conocer el
comportamiento de los materiales genéticamente mejorados en sus condiciones
naturales, lo que nos permitira, adecuar la tecnologia a los requerimientos propios

de nuestro pais.



REQUISITOS
|. Caracterizacion Molecular

El gen que se emplea en el presente desarrollo de la biotecnologia moderna es la
defensina humana. Esta proteina tiene propiedades antimicrobianas y pertenece al
sistema inmune innato en humanos. Este sistema es la primera barrera inmunolégica
de nuestra especie y se sintetiza de manera constante en nuestro epitelio y se
secreta en los fluidos corporales tales como saliva, sudor, lagrimas, mucosidades y

esta presente en el aparato digestivo (Alberts et al., 2002).

l. a Identificador Unico del Evento de Transformacion.

No se ha realizado el registro de la variedad ante la OCDE.

1. b Especies relacionadas con el OGM y distribucién de éstas en México

Debido a que los citricos son originarios de Asia, nuestro pais no cuenta con
especies nativas. Sin embargo, en nuestro pais se siembran limén mexicano, limén

persa, naranja dulce, mandarina, toronja, lima y naranja agria.
1. c Existencia de especies sexualmente compatibles

Los citricos son plantas autogamicas, de reproduccion sexual, con flores dioicas que
abren cuando el carpelo se ha fecundado con el polen producido por la misma flor.
El limén persa es una excepcidon en esta estrategia reproductiva, ya que su
propagacion es vegetativa. A pesar de producir flores, los frutos no tienen semillas,

por lo que su propagacion es vegetativa.

El naranjo o naranjo dulce, es un arbol frutal del género Citrus, que forma parte de la
familia de las rutaceas. Es un arbol de porte mediano -aunque en Optimas
condiciones de cultivo llega hasta los 13 m de altura-, perenne, de copa grande,
redonda o piramidal, con hojas ovales de entre 7 a 10 cm de margen entero y
frecuentemente estipulado y ramas en ocasiones con grandes espinas (mas de 10
cm). Sus flores blancas, llamadas azahar, nacen aisladas o en racimos y son

sumamente fragantes. Su fruto es la naranja dulce.



El naranjo es un arbol de tamafio mediano, de tres a cinco metros de altura, con copa
redondeada y ramas regulares. Un solo tronco, derecho y cilindrico, verdoso primero
y gris después. Las ramas aparecen a un metro, poco mas o menos, del suelo. Las
hojas son perennes, medianas y alargadas, con base redondeada y terminadas en

punta. Las flores aparecen en las axilas de las hojas, solitarias o0 en racimos.

El naranjo puede reproducirse por germinacion de una semilla, por trasplante de una
estaca o por acodo, es decir, partiendo de una raiz. En cualquier caso ha de
transcurrir un cierto tiempo en el vivero o plantel antes de pasar al huerto o naranjal.
En nuestro pais, de acuerdo a normas mexicanas, debe injertarse en arboles o
patrones resistentes al virus de la tristeza de los citricos. Los patrones comunes son:
Citrus volkameriana, indicado para terrenos arenosos, y Citrus macrophylla, para

terrenos arcillosos.
Biologia del cultivo

Citrus x sinensis es el nombre cientifico del arbol cuyos frutos son la naranja dulce
para jugo. Es un arbol obtenido de diversas cruzas genéticas de individuos de la
especie Citrus, y forma parte de la familia de las rutaceas. El porte de estos arboles
es mediano, aunque puede alcanzar hasta 10 a 12 metros en nuestro pais.
Generalmente se poda dentro del manejo integral del cultivo para cosechar
eficientemente sus frutos. Es perenne, su copa es podada en forma esférica o bien
cubica si estd sembrado a alta densidad y forma espalderas. Sus hojas son simples,
de forma oval, simétricas con longitudes de 5 a 10 cm y su margen es estipulado.
Los miembros del género Citrus tienen 3 meristemos latentes, de los cuales uno se
diferencia a hoja, un segundo a espina y un tercero puede generar una ramificacion.
Las espinas pueden tener longitudes variadas, aunque la naranja Valencia que se
cultiva en México puede llegar a tener hasta 5 cm de longitud. El cultivo tiene
brotaciones inducidas por el invierno, o menor calidad de luz y menor temperatura.
Las brotaciones son cambios diferenciativos en la fenologia del cultivo que permiten
a la planta cambiar la identidad de sus meristemos vegetativos a florales. Sus flores
son blancas y pueden formar racimos, emiten sustancias volatiles atrayentes de

polinizadores y son muy agradables.



En cultivo, el naranjo es un arbol de tamafio mediano, de tres a cinco metros de
altura, con copa redondeada y ramas regulares. Posee un solo tronco, derecho y
cilindrico, que muestra crecimiento secundario. Las ramas aparecen isodiamétricas,
las hojas pueden durar hasta dos afios y son generalmente lustrosas por la
deposicion de sustancias hidrofobicas que produce la planta que la defiende de
estrés biotico y abiotico. En nuestro pais, el naranjo se reproduce vegetativamente,
a través del uso de varetas certificadas que contienen yemas latentes, las cuales se
heteroinjetan en portainjertos o patrones de naranja agria (Citrus volkameriana y
Citrus macrophylla), que muestra alguna resistencia al virus de la tristeza de los
citricos. El naranjo también puede crecer a través de la germinacion de sus semillas,
sin embargo, los frutos generalmente contienen un gran nimero de semillas, aunque
son mas vigorosos. El género Citrus agrupa especies tropicales, y muestra elevada
susceptibilidad a temperaturas bajas, ya que una helada puede congelar el fruto y ya
no tener calidad comercial. Adicionalmente, el frio causa defoliacion e incluso puede
matar al arbol. En México, su siembra ocurre en areas costeras a baja altitud. El
suelo es también muy importante en este cultivo perenne, y se recomienda injertar
en patrones de C. volkameriana si el suelo es arenoso, ya que este patron tiene raiz
trepidatoria y es capaz de buscar agua a profundidad. En contraste, si el suelo es
arcilloso, se recomienda el uso de patrones de C. macrophylla, que produce una raiz
superficial fibrosa. En caso de terrenos con mezclas de arena y arcillas, se
recomienda C. macrophylla, mientras que en suelo con grandes piedras, como es el
caso de las areas citricolas en la Peninsula de Yucatéan, se recomienda el uso de C.

volkameriana.

El naranjo al igual que el resto de los citricos tienen su centro de origen y de
diversidad en Asia, y fueron llevados a Europa por los arabes, y de ahi a América.

En sanscrito la palabra naranga que significa fragante.



12 principales paises
con la mayor produccidén de naranjas en 2012 (FAOSTAT, 2012).

(millones de toneladas)

Rank Pais Produccién | Rank Pais Produccién
1 Brasil 18.0| 7 == Egipto 2.8
2 | ™= Estados Unidos g2 8 Nliala 1.8
3 | china 65et1 | 9o | [EMTurquia 1.7
4 | wem India 5.0et1 | 10 | B&= Sudafrica 1.6
5 | BB México 37 11 ™" indonesia 1.6
6 | == Espafia 29 12 Pakistan 1.4est.1

1.d Descripcion de los Habitats donde el OGM puede persistir

Los citricos son cultivos perennes, que se cultivan en zonas citricolas y también en
traspatios. El Servicio de Informacion Agricola y Pecuaria (SIAP), reporta que en
territorio mexicano se cultiva principalmente naranja dulce. La produccion en
toneladas y el valor de produccién en miles de pesos, de las diferentes variedades

para el afio 2011 se detalla en la siguiente tabla:

La producciébn de naranja en México esta dividida por zona geogréfica:

predominantemente se cultiva en el golfo de México.


https://es.wikipedia.org/wiki/Brasil
https://es.wikipedia.org/wiki/Egipto
https://es.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
https://es.wikipedia.org/wiki/Italia
https://es.wikipedia.org/wiki/Rep%C3%BAblica_Popular_China
https://es.wikipedia.org/wiki/Citrus_%C3%97_sinensis#cite_note-faoestimated-3
https://es.wikipedia.org/wiki/Turqu%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/India
https://es.wikipedia.org/wiki/Citrus_%C3%97_sinensis#cite_note-faoestimated-3
https://es.wikipedia.org/wiki/Sud%C3%A1frica
https://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9xico
https://es.wikipedia.org/wiki/Indonesia
https://es.wikipedia.org/wiki/Espa%C3%B1a
https://es.wikipedia.org/wiki/Pakist%C3%A1n
https://es.wikipedia.org/wiki/Citrus_%C3%97_sinensis#cite_note-faoestimated-3

1. e Descripcion taxonémica del organismo receptor y donador
Organismo receptor:

Por favor, considere que se obtuvo de la base de datos la secuencia de aminoacidos
de las proteinas defensina humana, misma que se empled para disefiar un gen
sintético con el uso de codones preferenciales de citricos. A nivel de secuencia de
DNA, el gen se considera sintético; sin embargo a nivel de secuencia de
aminoacidos, corresponden a la presentes en humanos. A continuacion se hace la

descripcion taxonomica.

Superreino (Dominio): Eukarya
Reino: Plantae

Subreino: Eudicotiledéneas
Superclase: Eudicots nucleares
Clase: Eurosidas

Subclase: Rosidae
Superorden: Rutanae

Orden: Rutales

Familia: Rutaceae Juss
Género Citrus

Especie: Citrus x sinensis

Organismo donador de los genes antimicrobianos

Como se indico arriba, se obtuvo de la base de datos la secuencia de aminoacidos
de la proteina defensina humana, misma que se emple6 para disefiar un gen sintético
con el uso de codones preferenciales de citricos. A nivel de secuencia de DNA, el
gen se considera sintético; sin embargo a nivel de secuencia de aminoacidos,
corresponden a la presentes en humanos. A continuacion se hace la descripcion

taxondmica.
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Homo sapiens

El ser humano (Homo sapiens, del latin «homo», «hombre», y «sapiens», «sabio»)
es una especie de primate de la familia de los hominidos. También son conocidos
bajo la denominacion genérica de "humanos", poseen capacidades mentales que les
permiten inventar, aprender y utilizar estructuras linguisticas complejas, logicas,
matematicas, escritura, ciencia y tecnologia. Los humanos son animales sociales,
capaces de concebir, transmitir y aprender conceptos totalmente abstractos

(www.wikipedia.org). Pueden desarrollar sentimientos superiores como el amor a sus

semejantes, altruismo, ayuda colectiva, compasion; aunque también pueden ser

agresivos, crueles y territoriales.
Clasificacion taxondémica:

Superreino: (Dominio): Eukaryota
Reino: Animalia

Subreino: Eumetazoa
Superfilo: Deuterostomia

Filo: Chordata

Subfilo: Vertebrata

Infrafilo: Gnathostomata
Superclase: Tetrapoda

Clase: Mammalia

Subclase: Theria

Infraclase: Placentalia
Superorden: Euarchontoglires
Orden: Primates

Suborden: Haplorrhini
Infraorden: Simiiformes
Parvorden: Catarrhini
Superfamilia:Hominoidea
Familia: Hominidae
Subfamilia: Homininae

Tribu: Hominini

Subtribu: Hominina

Género: Homo

Especie: H. sapiens Linnaeus, 1758
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Organismo donador del terminador: Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria saprobia que puede causar tumores en
plantas, generalmente en la base del tallo. Agrobacterium es una alfa proteobacteria,
clado que incluye a las fijadoras de nitrégeno que viven en simbiosis con las
leguminosas. El terminador es una secuencia en DNA de 6 bases que es empleada
para terminar el proceso de transcripcion de RNA y editar un homopolimero de

Adeninas en el extremo 3’ del RNA mensajero.
Clasificacion taxonémica:

Dominio:Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Clase: Proteobacteria alfa

Orden: Rhizobiales

Familia: Rhizobiaceae

Género: Agrobacterium

Especie: A. tumefaciens (Smith & Townsend, 1907) Conn, 1942.

I. f Pais o localidad donde el OGM fue generado

La naranja Valencia genéticamente modificada se obtuvo en el Departamento de
Biotecnologia del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN
(CINVESTAV), en las areas de uso confinado. EI CINVESTAYV esté localizado en la
Av. IPN 2508 Col. San Pedro Zacatenco, 07360 Ciudad de México.

1. g Referencia documental sobre origen y diversificacion del organismo

receptor

Como se indico, los citricos son originarios de Asia. Las variedades presentes en
nuestro pais son limén mexicano, limén persa, naranja dulce, naranja agria,
mandarina, lima toronja y mandarina, mientras que en el mundo existen las

variedades que se describen a continuacion:

Naranjos (Citrus sinensis), mandarinas (Citrus reticulata) y tangelos (Citrus reticulata
x Citrus paradisi), (Citrus limon), toronjas (Citrus paradisi), Citrus limonia, Citrus

limettioides (McClean & Schwarz, citados en EPPO quarantine pest, 1990).
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Aeglopsis chevalieri Swingle, Atalantia missionis Oliver, Balsamocitrus dawei Stapf.,
Calodendrum capensis Thunb, Catharanthus roseus (L.) G. Don X Citroncirus
webberi J. Ingram & H.E. Moore,Citrus amblycarpa Ochse, Citrus aurantiifolia
(Christm.) Swingle, Citrus aurantium L., Citrus depressa Hayata, Citrus grandis (L.)
Osbeck, Citrus hassaku Hort. ex Tanaka, Citrus hystrix DC., Citrus ichangensis
Swingle, Citrus jambhiri Lushington, Citrus junos Sieb. ex Tanaka, Citrus kabuchi
Hort. ex Tanaka, Citrus limon (L.) Burm, Citrus x limonia Osbeck, Citrus x nobilis Lour.
"Ortanique”, Citrus maxima (pomelo/shaddock), Citrus x nobilis Lour., Citrus oto Hort.
ex Tanaka, Citrus x paradisi Macfad., Citrus reticulata Blanco, Citrus sinensis (L.)
Osbeck, Citrus sunki Hort. ex Tanaka, Citrus unshiu (Mack.) Marc, Clausena indica
Oliver, Clausena lansium (Lour.) Skeels, Cuscuta australis R. Br. (Convolvulaceae,
Cuscutaceae), Fortunella spp., Limonia acidissima L., Microcitrus australasica (F.J.
Muell.) Swingle, Murraya koenigii (L.), Murraya paniculata (L.) Jack, Poncirus trifoliata
(L.) Raf., Swinglea glutinosa (Blanco) Merr., Toddalia lanceolata Lam, Triphasia
trifolia (Burm. f.) P. Wilson.

A continuacion se muestra la distribucion mundial de los citricos.

Figura 2. Distribucion de los citricos en el mundo, principalmente entre los Tropicos
de Céancer y Capricornio.

Habito: Son arboles o arbustos, perennes, aromaticos por la presencia de glandulas
secretoras de aceites esenciales, mesofitas o xerofitas.
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Hojas deciduas, trifoliadas o compuestas, alternas, sin estipulas, con cavidades

secretoras 0 esquizdgenas, en general con espinas.

Reproduccion: Son plantas hermafroditas, algunas variedades no comerciales son
monoicas o dioicas. Su polinizacidbn es autogamica, aunque son visitadas por
insectos, principalmente abejas. Sus inflorescencias son corimbos o paniculas
terminales. Sus flores son bracteadas, olorosas de color blanco u amarillo verdoso,
presentan disco hipogino. Su céliz es lobulado con multiplos de 4 o 5 unidades. La
corola tiene como consecuencia, pétalos de 4 o 5 y sus mdltiplos, los pétalos son
solapados, dentados o ciliados y tienen un disco basal nectarifero con 8 a 20
glandulas secretoras. El androceo puede tener de 2 a 60 estambres. El gineceo
contiene un ovario supero, lobulado, de 1 a 100 carpelos fusionados. El fruto es un
hesperidio, mientras que las semillas poseen endospermo (Garcia Breijo, 2010).

Fisiologia: Son plantas con metabolismo C3, cianogénicas o no cianogénicas, con y
sin alcaloides, presencia o no de proantocianidinas, sintesis de flavonoides como
guercetina, kenferol o miticetina. Puede producir saponinas y se han detectado

antroquinonas (Garcia Breijo, 2010).
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II. Identificacién de la zona donde se pretende liberar el OGM.

Il.a Superficie total del poligono o poligonos donde se realizaré la liberacion
Se propone un predio localizado en el Rancho el Pandelo y las Animas en el area
conocida como el Llano, Municipio de Tecoman. Se muestra el poligono propuesto

empleando el motor de ubicacién de coordenadas UTM

(http://www.permacultura.org.mx/es/). Como propuesta se indica el area de 7,500 m?,

marcado con color azul (Figura 11).

- 0.45cm =50 m

Area propuesta para ubicacion del ensayo experimental. Tecoman, Colima.
Protocolos a evaluar:

1. Efectividad Biol6gica: Concentracion de la bacteria Candidatus Liberibacter
asiaticus’ (CLas) en cada tratamiento. Deteccion de los antimicrobianos en
tratamientos.

2. Equivalencia agrondmica: Mediciones de talla, diametro del tronco,
brotacién y capacidad fotosintética de ramas por tratamiento.
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3. Interacciones ecoldgicas: Monitoreo de las poblaciones de insectos y
malezas en el predio.

4. Précticas agrondmicas: Estimacion de insumos del manejo integrado del
cultivo.

5. Productividad: Produccion de flores, llenado de frutos, calidad del fruto,

peso unitario, diametro de frutos, peso por tratamiento.

Periodicidad de las evaluaciones. Se propone realizar evaluaciones con
periodicidad mensual, arrancando con una inicial al momento de establecer el
ensayo experimental. La duracién del ensayo seria el tiempo necesario para

completar dos o tres ciclos de cosecha, a partir de la instalacién del mismo.

Manejo agrondémico del ensayo experimental. El manejo de la huerta experimental
se realizara de acuerdo con lo reportado por Robles-Gonzalez et al., (2013) para la

regién de Tecoman, Colima.
Literatura citada

Diario Oficial de la Federacién (DOF). 2007. NOM-032-FITO-1995.
Robles-Gonzalez et al. 2013. Revista Chapingo Serie Horticultura.
SAS Institute 2009. Cary, NC. USA.

Il. c. 1 Listado de especies sexualmente compatibles

El Municipio de Tecomén, es el area mas grande en el pais con cultivo de limén
mexicano y persa. Los citricos son plantas autogamicas, de reproduccion sexual, con
flores dioicas que abren cuando el carpelo se ha fecundado con el polen producido
por la misma flor. El limén persa es una excepcién en esta estrategia reproductiva,
ya que su propagacion es vegetativa. A pesar de producir flores, los frutos no tienen

semillas, por lo que su propagacion es vegetativa.

El naranjo (Citrus x sinensis) es un arbol vigoroso, de porte erguido, fruto suele ser
redondo, con diametro promedio de 10 cm. El fruto es de corteza suave, en estado
inmaduro es color verde, mientras que su coloracién se torna anaranjado en su
madurez (SIAP, 2011).
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Especies sexualmente compatibles

La zona citricola del Llano en Tecoman tiene huertos esencialmente de limén
mexicano (Citrus aurantifolia). En la actividad agricola, el limén es el principal cultivo
de la region, mismo que posiciona al Estado de Colima en el 2° lugar nacional

(http://www.sefome.gob.mx/docs/2012/cedula_pdf/Tecoman.pdf) en produccion de

limén mexicano y derivados. Otros cultivos destacados del municipio son: pastos,
platano, coco, cafia de azlcar, papaya, sandia, mango, chile verde, melén y tomate
rojo. Las especies de ganado son: bovino, porcino, ovino, caprino y pollos de

engorda.

Flora: La vegetacion que predomina en los cerros esta formada por xolocoahuitl,
habillo, mojo, guasima, tepemezquite, asmol, llorasangre, timuchil, coliguana,
granjeen, otate, etc. La parte del Valle fue reforestada con plantaciones de palmeras,
frutales, limén y otros cultivos

(http://vinculando.org/documentos/monografia_colima.html).

Fauna: coyote, jabali, tejon, ardilla, iguana, peces del rio, caimanes en esteros y
lagunas, aves como la guilota y la chachalaca. No existen areas naturales

protegidas (http://vinculando.org/documentos/monografia_colima.html).

Caracteristicas y uso del suelo: Los suelos en su mayoria son de origen aluvial
aunqgue de diferente modos de formacion, pues se tiene los que se constituyeron por
las crecientes de los rios Armeria y Coahuayana, por los depésitos de arena del
océano y los que fueron intercalados con sedimentos de origen maritimo. Su principal

uso es de tipo agricola (http://vinculando.org/documentos/monografia_colima.html).

No hay reportes de animales que se alimenten de citricos, se hipotetiza que su gran

cantidad de espinas y la acidez de los frutos evitan la depredacion.
Il. c. 4 Descripcion geogréafica de areas protegidas.

Existe controversia sobre la presencia de areas naturales protegidas. A

continuacidén se citan las areas que podrian estar protegidas.
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Laguna de Alcuzahue. A 8 kilometros al este de Tecoman se encuentra entre los
cerros la Laguna de Alcuzahue. Los ejidatarios del lugar han construido un museo
donde se muestran cocodrilos disecados, también se crian cocodrilos y se puede
caminar alrededor de la laguna a través de un sendero construido exprofeso. El
acceso a la laguna es por un camino de terraceria, no en buenas condiciones cuando

llueve. La laguna colinda con sembradios de cafa de azucar y limon.

Laguna de Amela. Se localiza a 20 kilbmetros aproximadamente al este de
Tecoman. También la opera una cooperativa de ejidatarios y se puede pescar,

aunque hay pequefas palapas con comida del mar.

Desembocadura ElI Chupadero. Localizado a 12 kilbmetros de Tecomén, se
encuentra la desembocadura del rio EI Chupadero. En época de sequia, el rio
también se seca o lleva muy poca agua. Cerca hay balnearios provistos con

restaurantes
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IV. a. 2 Estrategias de monitoreo posteriores a la liberacion.

Inspeccion visual: Se realizara el monitoreo alrededor del predio para identificar
plantas voluntarias, durante todo el desarrollo del cultivo, aunque debe considerarse
que no tendremos floracion o esta sera reducida. Se buscara la presencia de
plantulas alrededor del predio, dichas plantas seran sujetas a deteccion del transgen

por métodos moleculares.

IV. a 3 Estrategias para la deteccion del OGM y su presencia posterior

Como fue indicado en la inspeccion visual, las plantas voluntarias obtenidas seran
sujetas a analisis molecular con la técnica de PCR en punto final descrita en el
apartado Il. Dicha inspeccion se realizara en un periodo de seis meses posteriores
a la conclusion de la siembra. Cabe sefialar que en Tecoman impera un clima
tropical himedo, que favorece el crecimiento de los citricos. En el tiempo propuesto

de seis meses, un citrico convencional es capaz de alcanzar hasta 2 metro de talla.
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Por ello, se considera este tiempo como suficiente como para poder identificar
alguna plantula proveniente del GM. Cabe sefialar que no habra floracion debido al
estado juvenil de los arboles y que la aparicion de algun esqueje sera registrada y
se procedera a su remocion, aunque la naranja GM esta injertada en patrones no

GM, de los cuales se podria observar algan esqueje.

IV. b Medidas y Procedimientos de Bioseguridad

IV. b. 1 Medidas y procedimientos para prevenir la liberacién

La promovente entiende la importancia de prevenir el acceso de personal no autorizado
y de implementar medidas para evitar la entrada de posibles vectores de dispersion
(animales domésticos y/o silvestres) que puedan afectar la integridad de la siembra
experimental. El predio esta resguardado a través de una puerta de acero y el acceso
de personas esta restringido. Se contara con registro de entrada y salida de personal

autorizado.

IV. b. 2 Medidas y Procedimientos para disminuir el acceso
Como se indico en la seccién anterior, el predio esta resguardado y hay una puerta de

acero con llave. Dentro del predio, solo hay acceso a personal autorizado.

IV.b. 3 Medidas para la Erradicacion del OGM en Zonas Distintas a las
Permitidas.
Como se indic6 arriba, se realizara un monitoreo postcosecha para monitorear posibles

plantas nuevas fuera de la zona de la siembra.

Monitoreo de plantas voluntarias

El monitoreo sobre el sitio experimental se realizar4 por seis meses, para eliminar
cualquier escape. Las plantas voluntarias identificadas seran eliminadas mediante
métodos mecanicos o quimicos. Durante la realizacion de esta actividad el sitio

experimental permanecera perfectamente identificado.

IV. b. 4 Medidas para el Aislamiento de la Zona de Liberacion

Acciones preventivas:
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Se cuenta con acceso restringido, constituido por una reja al inicio de la carretera que
lleva al predio y otra reja de acero con llave a la entrada al predio. Solo se permite la
entrada a personal autorizado. Se empleara un registro de entrada del personal

autorizado a trabajar en el predio.

Acciones correctivas:
A. Liberacion accidental durante el transporte.
Este escenario no es posible, ya que se injertaran las plantas dentro del mismo vivero

y cuando estén listas para trasplante, se desplazaran 100m al sitio de la siembra.

B. Liberacion accidental durante la siembra.

Si por accidente se realiza la liberacion del material experimental en un sitio no
autorizado, el incidente se reportara inmediatamente a la autoridad y se procedera a
implementar acciones correctivas. Una vez confirmado que la liberacion se ha realizado
en sitios no autorizados, se procederd a la destruccion inmediata de las plantas
establecidas, mediante método mecanico o quimico. Se deberd identificar claramente
el area donde ocurrid la liberacion accidental y realizar un programa de monitoreo
posterior durante un afio para proceder a la destruccién inmediata de las plantas,
mediante el uso de método mecanico o quimico.

Una vez que se hayan llevado a cabo las medidas correctivas mencionadas
anteriormente, se realizara una revision para identificar las causas que originaron el
problema e instituir los cambios necesarios en las practicas de manejo o entrenamiento

adicional en el personal a fin de evitar que se repita la liberacién accidental.

VI. Consideraciones sobre los riesgos de las alternativas tecnoldgicas

No existe informacién disponible en literatura cientifica ni en figuras de proteccion
intelectual que sugieran otras alternativas eficientes en el manejo y control de la
enfermedad HLB en citricos. Se han descrito en reuniones con productores el uso
alternativo de productos con poco sustento cientifico, como el uso de agua magnética,
ozono Yy descargas eléctricas. Por comunicacion personal con Viveristas, estas
alternativas de control no han producido los resultados esperados. El manejo que se da

en otros paises de esta enfermedad consiste en reemplazar rapidamente a los arboles
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enfermos por nuevos, pero debido a su prolongada fase juvenil, la productividad ha
disminuido sustancialmente. Un método generalizado es el empleo de grandes
cantidades de fertilizantes tanto sistémicos como radiculares. Esta estrategia aunque
aumenta el manejo del cultivo, si permite retardar los sintomas, debido a que la
absorcion de fésforo es muy limitada por el sistema radicular de plantas enfermas con
HLB.

VII. Niomero de Autorizacion Expedida por el Sector Salud
Se esté escribiendo un Dossier para su evaluacion en COFEPRIS.

VIIl. La Propuesta de la Vigencia para el Permiso y los Elementos

Empleados para Determinarla.

Debido a que es un cultivo perenne y que no se observan ciclos agricolas para su
cultivo, se solicitan la siembra experimental con una duracion de 6 meses a partir de

que se autorice la siembra.

Xll. Informacion Adicional

En caso de que el promovente lo considere adecuado, otros estudios o consideraciones
en los que se analicen tanto la contribucion del OGM a la solucion de problemas
ambientales, sociales, productivos o de otra indole, asi como las consideraciones
socioecondmicas que existan respecto de la liberacion de OGMs al ambiente. Estos
andlisis deberadn estar sustentados en evidencias cientificas y técnicas, en los
antecedentes sobre uso, produccion y consumo, y podran ser considerados por las
secretarias competentes como elementos adicionales para decidir sobre la liberacién
experimental al ambiente, y consecuentes liberaciones al ambiente en programa piloto

y comercial, respectivamente, del OGM de que se trata,

XIl.1 Informacién de la biologia de citricos y HLB

Produccion de citricos en México y el mundo.
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En la produccion nacional de limén, naranja, mandarina, toronja y lima participan 67
mil familias mexicanas, donde se generan 70 mil empleos directos y 250 mil
indirectos. La citricultura es una actividad redituable en aspectos econémicos para el
productor, ecoldgicos al no utilizar demasiados agroquimicos como en otros cultivos
e importante desde el punto de vista social al generar mano de obra durante todo el
afo (SENASICA, 2008).

Huanglongbing, la enfermedad de los citricos.

El naranja puede ser afectado por diversas enfermedades infecciosas (bioticas) y no
infecciosas (abibticas) siendo las primeras causadas por hongos, bacterias,
nematodos y otros organismos; en tanto que las enfermedades abidticas son
provocadas por condiciones ambientales adversas, defectos genéticos, factores
nutricionales y toxicidad provocada por uso inadecuado de productos quimicos que

reducen tanto la produccion como la calidad de la fruta.

Entre las enfermedades mas devastadoras que existen actualmente en el naranja, y
en general en todos los citricos, es la denominada Huanglongbing, también conocida
como citrus greening, dragén amarillo o simplemente HLB. Esta enfermedad ha
cobrado una gran importancia en nuestro pais y en el resto del mundo, ya que es

considerada como la principal amenaza a la produccién de citricos a nivel mundial.

El HLB es causado por Candidatus Liberibacter spp., una bacteria gram negativa
restringida al floema de las plantas de citricos. El HLB se considera la enfermedad
mas destructiva para los citricos en el mundo debido a que causa la muerte del arbol

de forma inevitable, sin que exista cura alguna (Halbert y Manjunath, 2004).

La bacteria se transmite a través del psilido asiatico Diaphorina citri y el psilido
africano Tryoza erytreae; los cuales al alimentarse de la savia de una planta
infectada, pueden extraer a la bacteria y luego transmitirla a plantas sanas de
citricos. EI HLB no se transmite a través de la ropa, herramientas de trabajo, viento,
etc., y no afecta a las personas y animales. El HLB afecta a la familia de las Rutaceas

como a la lima mexicana, naranja agria y dulce, limén y toronja.
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Se han identificado tres especies causantes de HLB: la americana, la africana y la
asiatica. En México se ha reportado que el causante de la enfermedad es Candidatus
Liberibacter asiaticus (SENASICA, 2013).

Reseria histérica de HLB

Se cree que los primeros reportes de la enfermedad ocurrieron en los afos de 1800,
en las provincias de la India y China, considerados como los lugares citricolas mas
antiguos del mundo, en donde posiblemente la bacteria se encontraba en plantas
rutaceas silvestres, donde la enfermedad se desarrolld6 conforme la expansion del
comercio agricola. Lo mismo puedo haber ocurrido para el género africano (da
Gracga, 2008).

Para el afio 1919, Reinking describe la enfermedad por primera vez en China.
Durante los primeros 50 afios del siglo XX, la enfermedad era conocida con varios
nombres incluyendo “greening”, y varios investigadores atribuian como causas de la
enfermedad: toxicidad severa por minerales (van der Merwe y Andersen, 1937),
deficiencia de zinc en los arboles (Lee, H. et al., 1921), desdrdenes fisioldgicos como
deficiencias de agua, infestacion de nematodos en el suelo e inclusive infeccién por
el hongo Fusarium sp. (Lin, 1956; Bové, 2006).

Se considera que Lin, (1956), por primera vez revelo la naturaleza de la enfermedad,
al demostrar que ésta podia transmitirse por inoculacion con injertos positivos a la
enfermedad. Adicionalmente, asumi6 la existencia de un vector transmisor de la
enfermedad, para poder explicar la infeccion de aquellos arboles que no habian sido
injertados. Unos afios después, en Sudafrica, los investigadores McClean y
Oberholzer (1965a, 1965b), corroboraron que HLB es transmitida por inoculacion con
injertos y también por el vector africano Trioza erytreae. Para el afio 1967, Martinez
y Wallace, demostraron que también la enfermedad podria ser transmitida por el
psyllido asiaticos Diaphorina citri (Bove, 2006).

Para el afio 1967, estaba demostrado que la enfermedad se transmitia por
inoculaciéon con injertos y también por dos vectores psilidos. Estos resultados

indicaban que el patdogeno causante de la enfermedad era un virus, el unico agente
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conocido en esa época capaz de infectar plantas y ser transmitido de estas maneras
posibles. En ese mismo afo, varios investigadores empezaron la busqueda de este
agente en plantas infectadas con el microscopio electronico, encontrando evidencia
del agente causal en los tubos cribosos de las plantas infectadas, haciendo pensar
que se trataba de un micoplasma, un tipo especial de bacteria que carece de pared
celular (Lafleche, D. y Bové, J.M., 1970a y 1970b). Sin embargo, esto fue
rapidamente descartado cuando se observé que la membrana citoplasmética estaba
rodeada por una capa, que después se demostré con varias técnicas de tincion, se
trataba de una pared celular tipica de una bacteria gran negativa, compuesta por una
membrana y peptidoglicano (Garnier, M. y Bové, J.M., 1977, Garnier, M., et al., 1984a
y 1984b, Bové, J.M., 2006). A la fecha esta bacteria a la que se le ha denominado
Candidatus Liberibacter no ha podido ser cultivado en medios sintéticos, lo que ha

complicado su estudio.

Para 1980, el grupo de investigacién de Bové, J.M., evidenciaron indirectamente la
naturaleza gram negativa de la bacteria causal del HLB, estudiando el efecto de la
penicilina en arboles infectados con HLB. La penicilina inhibe los ultimos pasos
(transpeptidacion) de la biosintesis del peptidoglicano, componente esencial de la
pared celular de las bacterias gram negativas. El resultado del estudio fue
concluyente al observarse efectos benéficos en los arboles infectados, disminuyendo
la gravedad de los sintomas, ademas de que ninguna bacteria fue encontrada en los
tubos cribosos después del tratamiento con penicilina. Sin embargo, una vez que se

suspendio dicho tratamiento, los sintomas reaparecieron (Bové, J.M., 2006).

En 1994, Jagoueix, S., et al., propusieron en base a la secuencia del 16S rDNA y del
operon B, que la bacteria causal del HLB es miembro de la subdivision

Proteobacteriacea.

En el 2004 se detectd la especie asiaticus en la localidad de Araracuara, Sao Paulo,
Brasil (Coleta-Filho, H.D. et al., 2004). Posteriormente, se reporté una nueva especie
de Candidatus Liberibacter en citricos a la que se nombré Ca. L. americanus
(Teixeira, C.D., et al., 2005). En 2005, se reporté a Ca. L. asiaticus en Florida, EUA.

Sdlo cinco afios después, en el 2009 se detectd la enfermedad por primera vez en
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México en la localidad de Tizimin Mérida, Yucatan. Actualmente, SENASICA reporta
que el HLB est4 presente en 13 de los 23 estados citricolas del pais (SENASICA,
2013).

Sintomas caracteristicos de HLB

De acuerdo a varios autores consultados, no existe un solo sintoma caracteristico de
la enfermedad sino mas bien un conjunto de sintomas, que se presentan en todos
los citricos y en todas las formas de la enfermedad ya sea americana, asiatica o
africana, los cuales grupalmente pueden descartar otros trastornos con los que suele
ser confundidos los sintomas, como es el caso de deficiencia de minerales como el

zinc.
La siguiente tabla detalla los sintomas caracteristicos de HLB en &rboles citricolas:

Sintomas caracteristicos de HLB. Fuente: Elaboracion propia con informacion de
Bové, 2006; da Graca et al., 2004; Gottwald et al., 2007; Martinelli et al., 2012, Quinto

Informe de Labores, Senasica, 2011.

HOJA

FRUTOS

Presencia de uno o mas puntos amarillos
(estados tempranos de la enfermedad).
Moteado difuso asimetrico hasta un
amarillamiento completo de la hoja.

Hojas delgadas y clorosis.

Las venas centrales y laterales de las hojas
presentan un engrosamiento y
encorchamiento visible.

Hojas con crecimiento en forma de “orejas
de conejo”

Defoliacion (etapas avanzadas de la
enfermedad).

Muerte del arbol

Fruto pequefio, asimétrico y deforme.

Hay una inversion de color en los frutos, es
decir ocurre un “enverdecimiento”.

Al realizar un corte perpendicular al axis del
fruto, se observan las semillas pequefias,
cafés y abortadas

Al realizar un corte transversal al axis del
fruto, se observa una asimetria y semillas
abortadas.

Fruta con sabor amargo.
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De forma muy general, cuando un arbol de citricos presenta uno o varios puntos
amarillos en sus hojas, frutos pequefios y deformes, con semillas abortadas e
inversibn de color, probablemente esté infectado con HLB, sin embargo la
confirmacion de la enfermedad debe llevarse a cabo con métodos de biologia

molecular.

L. Mexicano

) | Engrosdmiento nervadura

¥ y amarillamiento géheral

Sintomas de HLB observados en hojade limén persay mexicano. Fuente: Ficha
Técnica HLB, SENASICA 2011.

Caracteristicas de Diaphorina citri, vector de la bacteria que causa la

enfermedad de Huanglongbing

El psilido asiatico, Diaphorina citri Kuwuyama (Hemiptera: Psyllidae), es la plaga en
citricos mas problematica actualmente alrededor del mundo, debido a que éste es el
vector transmisor de la bacteria Candidatus Liberibacter spp., agente causal del
Huanglongbing, la enfermedad mas devastadora de citricos en los ultimos afios.
Diaphorina citri Kuwuyama pertenece al Phylum Arthopoda, Clase Insecta, Orden

Hemiptera, Familia Psyllidae; conocido comunmente como psilido asiatico de los

citricos.
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Etapas de desarrollo de Diaphorina citri: a) adulto; b) ninfas. Fuente: Ficha Técnica
HLB, SENASICA 2011.

La relacion entre el agente causal del HLB vy el psilido se establecié por primera vez
en 1954 por Lin et al., y afios mas tarde por Martinez y Wallace en 1967. Se sabe
que desde el siglo XX, el vector estd ampliamente distribuido en las regiones
tropicales y subtropicales de Asia, sin embargo el primer reporte de la presencia del
psilido en América, ocurrié hacia el afio 1940 en Brasil y cincuenta afios mas tarde
fue reportada su presencia en Florida, USA. Actualmente el psilido se encuentra
diseminado en todas las plantaciones de citricos de los Estados Unidos, México,
Belice, Costa Rica, el Caribe y gran parte de Sudamérica (Grafton- Cardwell et al.,

2013). El siguiente mapa esquematiza lo mencionado anteriormente.
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Distribucién mundial de Diaphorina citri, 2009. Fuente: Ministerio de la Produccion.
Secretaria de la Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion. Servicio Nacional de

Sanidad y Calidad Agroalimentaria. Buenos Aires, Argentina, 2009.

Particularmente, en nuestro pais, la presencia de Diaphorina citri fue reportada por
primera vez en el afio 2002 en los estados de Campeche y Quintana Roo. Desde
entonces se ha distribuido ampliamente en todas las areas citricolas del pais. En el
afio 2003, fue observado en los estados de Nuevo Ledn y Tamaulipas; para el afio
2004, la plaga se habia extendido hasta los estado de Colima, Querétaro, San Luis
Potosi, Tabasco y Yucatan (Lépez Arroyo et al., 2005). Durante 2005 fue registrado
en Sinaloa; en 2006 el insecto también fue encontrado en Sonora y Baja California
sur (Martinez Carrillo, et al., 2008). En el mes de Junio de 2008, se reportd la
presencia de este insecto en la zona urbana de Tijuana Baja California, (Direccion
General de Sanidad Vegetal y Sistemas de Alerta Fitosanitaria de la NAPPO 2008),
lo que demuestra que en tan solo seis afios 2002 a 2008 el insecto se desplaz6 por
todo el territorio nacional. Durante Julio de 2008, el insecto fue observado
alimentandose en arboles dispersos y escasos en jardines del area rural del estado
de Coahuila, lejos de cualquier zona citricola (Lopez Arroyo et al., 2008).

Los datos indican que actualmente se encuentra presente en 688 municipios del
territorio nacional. En la Figura 4 se presenta la distribucion de Diaphorina citri en

México.
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Distribucién de Diaphorina citri en México, 2008. En color verde, se sefalan los
estados donde se ha localizado el vector. Fuente: Ficha Técnica de Diaphorina citri
Kuwuyama, Psilido asiéatico de los citricos. SAGARPA, SENASICA, SINAVEF, 2008.

En resumen, el ciclo de vida del vector empieza con la ovoposicion de alrededor de
800 huevos durante toda su vida por hembra de D. citri en las yemas axilares de los
arboles de citricos, los cuales eclosionan de 2-4 dias. Existen cinco estadios larvales,
los cuales son completados en un periodo de 11- 15 dias, mientras que el ciclo de
vida lleva a cabo de 15 a 47 dias, esto dependiendo de la temperatura del medio
ambiente. Hembras y machos de D. citri, emergen al mismo tiempo sin protandria ni
protoginia. La duracion del apareamiento dura alrededor de 20 a 100 minutos y
ocurre exclusivamente durante la fotofase y en las yemas axilares. Para el
mantenimiento de un rendimiento maximo de reproduccion, las hembras necesitan
aparearse varias veces, lo cual se logra con la gran cantidad de machos que puedan
encontrar a su alrededor, asi las hembras una vez que se han apareado, empiezan
a ovoposicionar después del 1 dia de ocurrido el suceso. El psilido presenta un pico

poblacional al final de la primavera e inicios del verano, coincidente con el periodo
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de brotes de los citricos. (Garcia-Darderes, C., 2009; Halbert, S.E. y Manjunath, K.L.,
2004, Grafton- Cardwell, E., et al., 2006).

Diaphorina citri tiene preferencia por la familia de las Rutaceas. Afecta especialmente
a los citricos, entre ellos limones (Citrus limon), limén rugoso (C. jambhuri), naranja
agria (C. aurantium), pomelo (C. paradisi) y limas (C. aurantifolia). También existen
hospederos alternativos, siendo sus preferidos los del género Murraya spp. (Murraya
paniculata o comunmente llamado mirto). Estas son utilizadas como plantas
ornamentales en parques, plazas y jardines, lo que facilita la propagacion del vector
(Garcia-Darderes, 2009).

Caracteristicas de Candidatus Liberibacter spp.

Por muchos afios, la distribucion geografica del HLB estaba restringida a dos
grandes regiones: Africa y Asia. Hasta el afio 2007, el HLB estaba localizado en casi
toda Africa, Asia central, Asia oriental, Asia del Este, América (Brasil, Estados Unidos
y México, entre otros (Figura 5), por lo tanto es posible que actualmente la
distribucion de HLB sea mayor en la época actual (L6pez- Collado, 2013). En el 2013,
México reporta la presencia de la enfermedad en los siguientes estados: Baja
California Sur, Campeche, Chiapas, Colima, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Nayarit,
Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco y Yucatan (SENASICA, 2013). La Figura siguiente
muestra la distribucion de HLB en México.
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Distribucion mundial de HLB, en color naranja se muestran los paises con presencia
de HLB. Fuente: Huanglongbing, HLB en México. Lépez- Collado, J. Colegio de
Postgraduados, Campus Veracruz. Marzo, 2013.

Candidatus Liberibacter spp. es parte del subgrupo a de Proteobacteria, dentro de la
cual se encuentran tanto microorganismos patdogenos de plantas (Agrobacterium
tumefaciens), simbiontes (Bradyrhizobium spp.) asi como patégenos de humanos
(Rochalimea spp., Bartonella baciliformis, Brucella abortus, Afipia spp., etc). Los
microorganismos de este subgrupo viven en intima asociacion con células
eucariotas, y en muchos casos, han adquirido la habilidad de sobrevivir y crecer
dentro de un artropodo que usan como vector, caso muy similar a la bacteria causal
de HLB (Bové, J.M., 2006).

Como se ha mencionado anteriormente, existen tres especies de la bacteria
causante de HLB: americanus, asiaticus y africanus. En México, se ha reportado la

presencia Unicamente de la variedad asiatica desde el afio 2004 (SENASICA, 2013).

A pesar de que la bacteria es no cultivable, se ha podido secuenciar su genoma por
medio de herramientas como la metagendmica, lo que ha puesto al descubierto
informacion de este microorganismo: El tamafio del genoma de Ca. L. asiaticus es
de 1.23 Mb y tiene en promedio un 36.5% en contenido de GC. La anotacién del
genoma reveld un alto porcentaje de genes involucrados tanto en motilidad celular
(4.5%) como en transporte activo en general (8.0%), lo que probablemente
contribuya con su virulencia. En cuanto a la respiracion aerobia, Ca. L. asiaticus
parece estar limitada en este aspecto, ademas de ser auxotrofo, en al menos cinco
aminoécidos (triptéfano, tirosina, leucina, isoleucina y valina). Por otro lado, Ca. L.
asiaticus parece carecer de sistemas de secrecion del tipo Il y 1V, lo cual es comun
en microorganismo de vida libre y aquellos que colonizan plantas, sin embargo Ca.
L. asiaticus posee el sistema de secrecion tipo I, necesario para la secrecion de
varios farmacos y toxinas (Yongping- Duan et al., 2009). También se confirmado la
cercania de Ca. L. asiaticus con la familia Rhizobiaceae por analisis filogenéticos de
multi- proteinas (Williams et al. 2007; Doddapaneni et al. 2008; Yongping- Duan et

al., 2009). No existe indicio alguno que Ca. L. asiaticus actle como patdgeno en la
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planta, ya que el analisis del genoma no revel6 toxinas, enzimas o0 sistemas de
secrecion especializados. Es en cambio el estilo de vida intracelular de Ca. L.
asiaticus el que describe mejor a éste microorganismo como parasito en lugar de
patdogeno, en donde las causas de los sintomas de la enfermedad surgen
principalmente como resultado de los desequilibrios metabdlicos, agotamiento o la
interferencia de nutrientes causada por la presencia de Candidatus en el floema
(Yongping- Duan et al., 2009).

Se han hecho investigaciones para determinar la localizacion de Ca. L. asiaticus en
plantas de citricos, demostrando que la localizacion y cantidad de la bacteria en el
mismo arbol no es uniforme (Texeira et al., 2008; Tatineni et al., 2008). Se ha podido
encontrar y cuantificar Ca. L. asiaticus en tejido de corteza, nervadura central de la
hoja, raices y en las diferentes partes frutales y florales de los arboles de citricos
variando de 14 a 137,031 células/ug DNA total, mientras que en el endospermo y en
el embrion no se ha encontrado la bacteria (Tatineni et al., 2008). A continuacion se

muestra la distribucion de la bacteria en la planta de acuerdo a Li, W. et al (2008):

Distribucién de la bacteria Ca. L. asiaticus en plantas infectadas de limon. Los colores
indican la cantidad de bacteria por gramo de muestra. Fuente: Tomado de Li et al.,
2008.

Lafleche, D. y Bové, J.M., (1970) con ayuda del microscopio electronico, fueron los

primeros en reportar un agente patdégeno dentro del floema, especificamente en los
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elementos cribosos, se trataba de Ca. L. asiaticus. Afios mas tarde, Schneider (1981)
observo la acumulacién masiva de almidén en hojas de citricos infectados con HLB,
explicando que se debia a la necrosis provocada en el sistema vascular de las
plantas, especificamente en el floema, por la presencia de la bacteria en este tejido.
Se ha observado que la acumulacién de almidon en hojas de limén infectado con
HLB puede ser incluso 20 veces mayor en comparaciéon con &arboles sanos
(Etxeberria et al., 2009). Esta acumulacién excesiva de almidén en las hojas puede
provocar incluso la desintegracion del sistema cloroplastos- tilacoides, causando los

caracteristicos puntos amarillos en las hojas infectadas (Etxeberria et al., 2009).

Primeras observaciones de Lafleche y Bove (1970) en microscopio electronico de
Ca. L. spp. dentro de los tubos cribosos de plantas infectadas con HLB. Fuente:
Tomado de IVIA.

El almidén es un producto natural de polimerizacion de azlcares sintetizados en la
fotosintesis durante la fijacion del CO2 en tejidos verdes. El almidén se forma por
enlaces de glucosa a-1,4, existiendo dos tipos, la forma soluble, que consiste en una
pequefia cadena de alfa amilosa sin ramificaciones, y la forma insoluble que esta
ramificada y que comunmente se conoce como amilopectina (Smith, A.M., et al.,
1987; Wang, T.L., et al., 1998). En células de tejido verde, el almidén se acumula
durante el periodo de luz mientras que se moviliza durante la oscuridad o cuando la
actividad fotosintética disminuye, para mantener un flujo constante hacia tejidos
heterotréficos (Etxeberria, E. et al., 2009). Sin embargo, en las hojas de los citricos,

la acumulacién de almidon ocurre a muy bajos niveles, a cualquier hora del periodo
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luz- oscuridad (Yelenosky, G. y Guy, C.L., 1977). Una vez que el almidén se acumula
en las hojas de los citricos, éste no es degrado, ni siquiera durante el periodo de
oscuridad y éste permanece indefinidamente acumulado en las hojas (Etxeberria, E.
et al., 2009).

Estudios recientes han demostrado que en plantas de citricos infectados con HLB,
la acumulacion de niveles anormales de almidén no estd restringida a las hojas,
como previamente se habia sugerido, sino que existen evidencias de que también
cumulos de almiddn se localizan en todos los tejidos de las partes aéreas, incluyendo
peciolos, células del parénquima y en tejido vascular incluyendo el floema. Esta
nueva informacion, refuerza la hipétesis de que la presencia de la bacteria altera el
metabolismo de los carbohidratos en los citricos (Etxeberria, E. et al., 2009). Sin
embargo, resulta interesante que los niveles de almidon en las raices de las plantas
infectadas, esta practicamente abatido, en comparacion con plantas sanas donde los
niveles de almidén en raices aunque minimos, resultan ser importantes como
reservas de energia. La usencia de reservas de almidén en raices de plantas de
citricos infectados con HLB, parecer ser resultado de una severa disminuciéon del
transporte de fotoasimilados hacia la raiz, lo que causa una inanicién en la planta,
disminuyendo el tiempo de vida en los plantas infectadas (Etxeberria, E. et al., 2009).
Estudios realizados sobre la acumulacion de almidon en otras plantas vasculares ha
sido asociado con un transporte deficiente a través de los plasmodesmos (Koh et al.,
2011). Una mutante de maiz, deficiente en exportacién de sacarosa (sxdl), exhibié
una acumulacion de almiddn en los cloroplastos de las hojas y una inhibicion en el
trasporte simplasmico entre células del tejido vascular y las células del parénquima
en venas secundarias de las hojas (Russin, W.A., et al. 1996; Botha, C.E.J., et al.
2000). Por otro lado, la sobreexpresion de proteinas de movimiento en el virus del
mosaico de tabaco (TMV), interfiere en la exportacion de fotoasimilados desde las
hojas de tabaco, e incrementa los niveles de carbohidratos en éstas, lo que se asocia
con una oclusion de los plasmodesmos (Almon et al., 1997; Rinne et al., 2005).
Recientemente, fue reportado que como consecuencia de la sobreexpresion de
glicoproteinas en plasmodesmos, hay una inhibicion de propagacién de TMV a través

de los plasmodesmos, acompafiado de una acumulacion de almidon y de
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fotoasimilados en las hojas de tabaco, sugiriendo que el transporte simplastico es
necesario para la exportacion de fotoasimilados (Zavaliev et al. 2010).

Aunado a la acumulacion de almidén en las hojas infectadas con HLB, recientemente
se ha observado que también la callosa se acumula, interfiriendo también con el
transporte a través de los plasmodesmos (Koh et al., 2011). La pared celular que
rodea a los plasmodesmos es rica en callosa, sin embargo altos niveles de callosa
puede inhibir el transporte través de ellos. La sintesis de callosa en los
plasmodesmos es inducido por estrés tanto bidtico como abibtico, infecciones
virales, toxicidad por metales, plasmdlisis celular y por heridas (Koh et al., 2011,
Rinne y Schoot, 2003; Roberts y Oparka, 2003; Sivaguru et al. 2000; Drake et
al.1978; Radford et al.1998).

Acciones de control de HLB

El HLB puede ser controlado Unicamente con un programa coordinado entre los
viveristas, productores y agencias del gobierno. Se tienen que producir plantas de
vivero libres de la bacteria y siempre es mejor mantener las plantas madres bajo
malla o en invernaderos cerrados, protegidas del vector. Una practica importante es
reducir el indculo por eliminacién de las plantas infectadas (Fundecitrus, 2008).
Debe mantenerse vigilancia mediante monitoreo de las poblaciones de los vectores
y aplicar medidas de control cuando sea necesario. En arboles maduros se aplican
insecticidas sistémicos; aunque el control en arboles maduros no es tan efectivo. Las
aplicaciones deben hacerse de tal forma que se eviten efectos adversos sobre
insectos benéficos. El control bioldégico del vector ha tenido éxito mediante el
parasitoide Tamarixia radiata importado de Africa del Sur, pero la presencia de
hiperparasitos ha limitado esa forma de control en otras zonas (Ramos-Mendez,
2008).

Sin embargo, los actuales métodos de control no eliminan a la bacteria causante de
la enfermedad, ya que unicamente se centran en el control del vector y en el
hospedero de la bacteria. Actualmente no existe una cura para la enfermedad de
HLB, debido principalmente a que la bacteria es no cultivable y a la localizacién

dentro del floema de la bacteria, donde el transporte es altamente selectivo y
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regulado por mecanismos todavia no claramente conocidos en la entrada del

plasmodesmo.

Expresion de antimicrobianos en plantas

La mejora de los cultivos se ha realizado por técnicas tradicionales por cientos e
incluso miles de afos. Sin embargo, estos métodos tienen la desventaja de ser lentos
en la maduracion y crecimiento de las plantas, y los frutos suelen presentar
incompatibilidad postcigotica, partenocarpia y poliembriones. Ademas, debido a su
biologia, la planta no puede incorporar caracteristicas deseadas de manera rapida
utilizando los métodos tradicionales, esto ha sido una clara desventaja en cuanto a
obtener plantas resistentes a enfermedades (Febres, V. 2011). Es por ello, que la
ingenieria genética ofrece una alternativa viable, usando métodos de transformacion
gue permita obtener en un periodo relativamente corto plantas genéticamente
modificadas, que expresen proteinas o péptidos fordneos e introducir en las plantas
caracteristica genotipicas, como resistencia a enfermedades, resistencia a
herbicidas, resistencia a sequia, etc. (During, 1996; Gurr et al., 2005; van der Viezen,
2001: Montesinos, 2007). La estrategia que se ha propuesto en el presente trabajo
para el control de HLB, es la expresién de defensina humana en las plantas de
naranja, para proporcionarles resistencia a la enfermedad. Dicha defensina esta
dirigida a movilizarse a tejido vascular, con el objeto de transferirla al lugar de

multiplicacion de la bacteria.
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