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1. INTRODUCCION

La Direccién General de Sanidad Vegetal a través del Area de Vigilancia Epidemiolégica y de
los Laboratorios de Diagnostico del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria, lleva a cabo
actividades de muestreo apropiado y oportuno de los cultivos, que permite evitar la
introduccion, dispersion y establecimiento de plagas de importancia econoémica y
cuarentenaria, mediante el diagnostico confiable de las mismas.

2. OBJETIVO

La presente guia tiene la finalidad de servir como apoyo a los profesionales fitosanitarios para
el reconocimiento en campo de la sintomatologia caracteristica ocasionada por la presencia de
los virus asociados a las enfermedades Leprosis de los Citricos (LC), Tristeza de los Citricos
(TC) y Psorosis de los Citricos (PC). Adicionalmente describe las técnicas de muestreo,
materiales, herramientas y equipos que deben utilizarse para la toma adecuada de la muestra,
asi como su etiquetado y envio de las partes vegetales especificas para la deteccion y
diagnostico confiable de los virus de interés.

3. CONTENIDO
3.1 Descripcion del problema

» Cultivo: citricos
» Patogeno: posibles especies o variantes virales asociadas a cada enfermedad (Cuadro

1).
Cuadro 1. Virus asociados a enfermedades en citricos

Especie Variante Acronimo Asociado a
Citrus leprosis virus Citoplasmatico CiLV-C
Citrus leprosis virus Nuclear CiLV-N Leprosis de los citricos
Citrus necrotic spot virus - CNSV
Citrus tristeza virus - CTV Tristeza de los citricos
Citrus psorosis virus - CPsV Psorosis de los citricos



3.2 Sintomatologia

3.2.1 Leprosis de los citricos

La LC presenta infecciones locales. Los sintomas aparecen en el area en donde el acaro vector
se aliment6 (Brevipalpus spp.). En hojas y frutos (Figura 1A) los sintomas inician como
manchas circulares y semicirculares clordticas que pueden verse delimitadas por las
nervaduras en las hojas. Con el tiempo estas pueden crecer y coalescer, asi mismo, se tornan
de color café o presentan lesiones necrodticas; especificamente en fruto, al cambiar de
coloracion las manchas muestran depresion (Bastianel et al., 2006; Mora-Aguilera et al.,
2013). En ramas se observan manchas cloroticas circulares que se tornan necroéticas y rugosas
(FiguralB). No confundir los sintomas de LC con manchas cloroticas con escama roja en el
centro o con manchas necrdéticas con o sin halo clorotico (Figura 1C). La enfermedad puede
presentarse como asintomatica, por lo que deben muestrearse también arboles con signos de
defoliacion y caida prematura de frutos.

Figura 1. Sintomas caracteristicos de leprosis de los citricos y manchados con los que se confunde frecuentemente.
A) Manchas foliares y en fruto caracteristicas de LC; B) Lesiones en ramas; C) De izquierda a derecha: mancha
clorética con escama roja al centro, mancha necrética circular sin halo clorético, mancha necrética con halo
clorético, ninguna esta relacionada a la LC.



3.2.2. Tristeza de los citricos.

La infeccion por CTV es sistémica, cominmente los arboles presentan un decaimiento
progresivo que termina en la muerte del arbol al cabo de 3 a 10 afios (Figura 2E). El follaje
pierde su color verde brillante y pasa a un ligero color verde mate semejando el déficit de
nitrogeno (Figura 2A), en algunos casos se observa clorosis intervenal en las hojas (Figura 2B);
el follaje se va perdiendo lentamente. La floracion en arboles infectados es abundante, los
frutos tienden a ser pequefios (Figura 2D) y de color verde palido, sin embargo, su maduraciéon
es prematura en comparacion a los de arboles no infectados. Adicionalmente se observa
reduccidn del sistema radical y picado de tallo (Figura 2C). En caso de variantes severas, se
observa el colapso rapido del arbol con retencion de frutos (Moreno y Garnsey, 2009).

Figura 2. Sintomas caracteristicos de tristeza de los citricos. A) Cambio de color en follaje; B) Clorosis intervenal
en hojas; C) Picado o acanalado de tallo y ramas; D) Fruto de arbol sano y frutos de arboles infectados con CTV;
E) Vista de arbol sano y arbol infectado con CTV.



3.2.3 Psorosis de los Citricos.

Aunque la PC es una infeccion sistémica, se caracteriza por la aparicion de desmaciones
localizadas en la corteza del tronco y en las ramas principales (Figura 3B). Las hojas pueden
mostrar manchas cloréticas en el haz, y en hojas maduras también se observan pustulas
gomosas en el envés que corresponden con las manchas cloroticas (Figura 3A). En las zonas
descamadas pueden observarse manchas irregulares de color marrén en la madera, mismas que
se deben a la impregnacion de goma, la cual, en ocasiones puede fluir al exterior debido a la
oclusion de los vasos del xilema. La obstruccion del sistema vascular puede ocasionar que
algunas ramas caigan del arbol. La PC es una enfermedad que puede permanecer hasta 12 afios
de forma asintomatica (Achachi et al., 2014), por lo que deben muestrearse todos aquellos
arboles que hayan sido injertados, o que muestren evidencias de dafio mecanico.

Figura 3. Sintomas caracteristicos de Psorosis de los. A) Izquierda y centro: Manchas cloréticas foliares en el haz
de la hoja. Derecha: Pastulas gomosas en el envés de las hojas maduras; B) Tronco y ramas principales afectados
por descamacion.



3.3 Materiales y herramientas
» Alcohol al 70%
Bolsas de papel
Bolsas de polietileno
Cinta adhesiva (masking-tape, cinta canela)
Contenedor con hipoclorito de sodio al 1%
Cuaderno de campo
Etiquetas
Geles refrigerantes congelados
GPS
Guantes
Hielera
Lapices
Lupas 10X
Marcadores de tinta indeleble
Navajas
Papel secante, absorbente o de estraza
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Tijeras para podar
3.4  Procedimiento de muestreo

3.4.1 Estrategia de toma de muestra
Con la finalidad de obtener material vegetal representativo de la totalidad del arbol, el técnico
de campo debera considerar la toma de muestra dividiendo el arbol por estratos y zonas:

» Visto de frente, el arbol se seccionara en tres estratos; estratos bajo (primeras
ramas del piso hacia arriba), medio (ramas que conforman la parte mas ancha del
arbol) y alto (ramas que conforman la parte superior de la copa y el apice del
arbol).

» Considerando una vista aérea de cada estrato, cada estrato sera divido en cuatro
zonas. El estrato bajo y alto se dividiran en las zonas norte, sur, este y oeste. El
estrato medio debera dividirse en las zonas noreste, sureste, noroeste y suroeste
(Solano et al., 2008; Doreste, 1988).

Para mayor claridad, recurrir a la infografia anexa a este documento en la cual se describe de
manera grafica la forma de considerar la toma de muestras por estratos y zonas.

3.4.2 (antidad de material vegetal a colectar
Considerando la division del arbol por estratos y zonas
» Tomarunaramade 10 a 20 cm de largo por cada zona de cada estrato. Se colectaran
en total al menos 12 ramas por cada arbol.



>

>

Cada rama debera portar al menos 5 hojas, se colectaran al menos 60 hojas por
cada arbol.

En caso de observar frutos con sintomas, éstos se colectaran asegurandose de
tomarlo junto con el pedinculo, adicionalmente se colectaran 5 hojas proximas al
fruto.

3.4.3 Especificaciones del material vegetal a colectar

>

>
>

Tome la muestra a media manana o media tarde cuando la intensidad del sol no
sea muy fuerte, evite tomar muestras inmediatamente después de una lluvia o de
aplicar un agroquimico por via foliar.

Al encontrarse en la huerta, detectar arboles con hojas, ramas o frutos que
presenten sintomas de LC, TC o PC, tomando como referencia las figuras 1, 2 y 3
de éste documento.

Las ramas y hojas deberan corresponder a brotes o follaje verde en activo
crecimiento, deberan incluir tanto apices de crecimiento como hojas jovenes en
estado inicial o intermedio de la enfermedad.

Preferentemente deberan seleccionarse aquellas ramas que presenten hojas o frutos
con sintomas caracteristicos de cada una de las enfermedades con diferentes grados
de intensidad, evitar que las partes seleccionadas estén totalmente afectadas o
deterioradas.

En caso de observar dos o mas sintomas diferentes en una zona o estrato, tomar
muestra de los diferentes sintomas ubicados en la misma zona.

Asegurarse que al menos una hoja de la rama seleccionada se encuentre sana.

La muestra no debera lavarse por ningtin motivo.

Si hay registros de presencia del acaro vector del virus, tomar muestras de hojas

asintomaticas, ya que se han detectado muestras positivas por RT-PCR.

3.5. Embalaje

Cada muestra (rama) debera ser colocada entre dos hojas de papel secante, sanitas o papel

estraza. Las cuatro muestras tomadas por estrato seran introducidas en una bolsa de papel. A

su vez, las tres bolsas de papel correspondientes a cada uno de los estratos, seran introducidas

en una bolsa de polietileno con cierre, conformando asi la muestra total por cada arbol (ver

infografia anexa). Tomar en cuenta las siguientes consideraciones:

» Las muestras deberan ser guardadas de la forma descrita tan pronto como sea
posible.

» La muestra debe ser enviada al laboratorio tan pronto como sea tomada.

» Evitar la toma de muestras cerca a los fines de semana.



» Asegurarse que las muestras se mantengan frescas, ya que el calor podria
deteriorarlas. Es preferible mantenerlas a la sombra o dentro de una hielera (no
congelar las muestras).

» Hacer un paquete resistente al transporte que permita mantener integras las
muestras.

3.6 Etiquetado

Anotar los datos que se muestran en la Figura 4, con un marcador de tinta indeleble que
asegure que la informacion no se pierda.

SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD,

INOCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA @

SEHASICA

DIRECCION GENERAL DE SANIDAD VEGETAL
_ Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria

DIAGNOSTICO FITOSANITARIO

Cultivo/Producto Vid

Variedad _Tempranilla Material colectado_Planta completa
Fase fenologica veqetativa Uso del cultivo _Siembra
10.5cm
Fecha de muestreo _ 24/05/2018 Coordenadas 19.712545 -98.994106
Huerto Campo Bodega Trampa Invernadero X
Lugar de colecta Viftedo El Matorral Origen Mg¢xico
Procedencia Ensenada, B.C Destino Tequisquiapan, Querélaro

Nombre del colector Carlos Fuentes Rodriguez

14 cm

Figura 4. Ejemplo de datos y etiqueta que debe tener cada muestra enviada a diagnostico

3.7 Envio

Para su envio, las muestras deberan colocarse en hieleras provistas de geles congelados. Evitar
el contacto directo de los geles con el material vegetal mediante un periddico o carton. No
enviar las muestras los dias jueves o viernes, ya que éstas no pueden ser entregadas los fines
de semana. Tomar en cuenta las siguientes consideraciones:

» Envie las muestras tan pronto como sea posible y por la via mas rapida. Trate de
que llegue al laboratorio en 2-3 dias como maximo. Procurar programar los envios
durante los primeros tres dias de la semana para que las muestras se reciban en
buen estado lo antes posible.



» NO envie muestras totalmente secas.

» NO mezcle las muestras de diferentes arboles en un mismo embalaje.

» Los frutos deberan encontrarse en bolsas aparte, en las cuales se indicara a qué
estrato y zona corresponden. Estas bolsas se engraparan a la bolsa en donde se
encuentran las demas muestras correspondientes al arbol de donde fueron
tomadas.

» NO adicione ningtn tipo de liquidos al embalar las muestras.

NO mezcle muestras de diferentes lotes, ya que de lo contrario se puede dar el caso

de contaminacion entre muestras por contacto entre ellas.

Y
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“Este programa es publico, ajeno a cualquier partido politico.
Queda prohibido el uso para fines distintos a los establecidos en el programa”.



