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RESUMEN

El virus de la Tristeza de los Citricos (VTC), es una enfermedad de gran importancia,
principalmente en plantaciones injertadas sobre naranjo agrio Citrus aurantium L., su
dispersion se favorece por la presencia del pulgon café Toxoptera citricida Kirkaldy,
considerado el vector mas eficiente. En México se han tenido detecciones de Ila
enfermedad, lo cual aunado al alto porcentaje de citricos injertados sobre naranjo agrio
(85-90%) y la deteccidn de brotes del vector en la peninsula de Yucatan, representa un

alto riesgo para la citricultura nacional.

La presente investigacién tuvo la finalidad de realizar la caracterizacion y analisis de la
situacién actual del VTC en México, establecer un marco referencial para la producciéon
de material certificado libre del virus y proponer algunas estrategias para su manejo,
apoyandose en cuatro fases que fueron: revision de literatura, asistencia a talleres y
cursos, participacion en la elaboracion y revision de documentos sobre la enfermedad, y
revision de analisis de avances y resultados de la campafa contra el VTC.

Se describen las acciones que se realizan en México, en el contexto de la camparia
implementada por el Gobierno Federal; se describe la metodologia de muestreo, lo cual
es muy importante para detectar la presencia de la enfermedad; se proponen algunas
acciones de continuidad a la campafa, como la integracion de un Comité Nacional, la
contratacién y entrenamiento de personal, fomentar la investigacién, deteccién de razas
de tristeza, organizacién de un programa de registro y certificacion y el establecimiento
de una estacion cuarentenaria en base a cultivo de tejidos.

Ademas, se describen algunos métodos de manejo y control de la enfermedad, con
base a su incidencia y distribucién, de manera destacada la proteccién cruzada y la
ingenieria genética. Asimismo, se establecen los lineamientos generales para

establecer un programa de certificacion de material propagativo.

Palabras clave: caracterizacion, vector, acciones, certificacion, investigacion.
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ABSTRACT

Citrus Tristeza Virus (CTV), is a very important disease, mainly in plantations grafted on
bitter orange trees (Citrus aurantium), its dispersion is increased by the presence of the
brown aphid (Toxoptera citricida), which is considered the most efficient vector. In
Mexico, the disease has been already detected, which combined to the high percentage
of citrus grafted on bitter orange trees (85-90%) and the detection of some population of
the vector in the Yucatan Peninsula, represents a high risk for the citrus industry. The
present investigation had the purpose of making the characterization and the analysis of
the current situation of Citrus Tristeza Virus in Mexico, the establishment of a referential
for the production of material certified free of CTV and suggest some strategies for its
handling, working on four phases that were: revision of documents, attendance to
factories and courses, participation in the processing and revision of documents related
to the disease, and results of the campaign against the CTV. In the context of the
campaign, implemented by the official Plant Health General Directorate, actions are
being made such as taking samples and checking the vector, training the staff and
spreading news. Some methodologies of sampling are described, which is very
important to detect the presence of the disease, some actions of continuity to the
campaign are suggested, like the integration of a National Committee, the hiring and
training of personnel in order to foment the investigation, detection of tristeza races, the
organization of a certification program and the establishment of a station of quarantine.
In addition, some handling methods and control of the disease are described in accord
with their incidence and distribution, in remarkable way the crossed protection and
genetic engineering. Also, the general procedures are settle down to establish a

program of certification of new breeding material.

Key words: characterization, vector, actions, certification, investigation.
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I. INTRODUCCION

La citricultura representa una actividad de gran importancia dentro de la fruticultura
nacional, en virtud de que la superficie en produccién de los citricos es de
aproximadamente 458,943 ha, que producen un promedio anual de 5.3 millones de
toneladas, beneficiandose 38,500 productores mexicanos. De la superficie sembrada, el
cultivo de la naranja ocupa el 73%, el limén mexicano el 25.5% vy el resto de la
superficie la ocupan la mandarina, toronja, lima, tangerina, limén persa, tangelo, limén
italiano y limén de diversas variedades, lo que permite que al nivel mundial México sea
considerado el sexto productor de citricos, el principal productor de limén mexicano y

limén persa, y el cuarto en produccion de naranja.

La superficie establecida con citricos en México ocupa el 23% del total destinado a
frutales, la cual se distribuye en los estados de Veracruz, Nuevo Ledn, San Luis Potosi
y Tamaulipas, que aportan el 70% de la produccién nacional, constituida principalmente
por naranja, mandarina y toronja; los estados limoneros (Colima, Michoacan, Guerrero y

Oaxaca) aportan el 14.9%, Yucatan, Sonora, Sinaloa y Tabasco el 9.5%.

Un aspecto importante en la produccion de citricos es la gran cantidad de jornales que
se requieren para obtener una buena produccién, con lo cual se generan fuentes de
empleo para muchas personas; como ejemplo en México tenemos que para el cultivo
de Limén Persa se requieren en promedio 100 jornales al afio por hectarea, lo que
representa 1.8 millones de jornales, aparte de los transportistas, intermediarios,
comerciantes y personal de las empacadoras, que emplean un promedio de 25

trabajadores por dia.

Al igual que en todos los cultivos, la produccion de citricos es afectada por una serie de
enfermedades, causadas por una gran cantidad de agentes patogénicos (virus y
microorganismos similares, hongos, nematodos, bacterias, etc.) los cuales, en algunos
casos, reducen significativamente la produccion. Al respecto se pueden citar algunos
ejemplos en nuestro pais: a) la caida de fruto pequefio causado por el hongo

Colletotrichum gloeosporioides caus6 una pérdida en rendimiento del 49% al 65% en el



afo de 1982 (Orozco y Gonzalez, 1986); b) la enfermedad conocida como Exocortis
(ocasionada por un viroide), la cual se encuentra ampliamente distribuida en nuestro
pais y que no se manifiesta por el tipo de patrén utilizado (naranjo agrio), puede reducir

el rendimiento en un 32% de llegarse a utilizar el naranjo trifoliado como patron.

En el contexto mundial, de los problemas fitosanitarios que afectan a los citricos, el
Virus de la Tristeza de los Citricos (VTC) es de las enfermedades mas destructivas, ya
que puede disminuir gradualmente la calidad y rendimiento de los frutos y matar arboles
en un corto periodo. Se ha estimado que esta enfermedad causé la muerte de 40
millones de arboles, entre los afios de 1930 y 1980, en varios paises de América del
Sur, en California y Florida en Estados Unidos, en Israel y en Espafa; en la década de
1980 a 1990 causé la muerte de aproximadamente 6 millones de arboles en Venezuela
y pérdidas de consideraciéon en Colombia y Pert (Rocha-Pefa y Padréon-Chavez, 1992).

El Virus de la Tristeza de los Citricos es una enfermedad muy destructiva,
principalmente en plantaciones injertadas sobre naranjo agrio (Citrus aurantium),
considerado altamente susceptible al VTC. En Meéxico, practicamente todas las
plantaciones comerciales de naranja, mandarina y toronja, asi como el 16% del limén
mexicano, estan injertados sobre naranjo agrio, lo cual representa entre el 85 y 90% de
la citricultura; el 10 al 15% restante lo constituye en gran parte, el limén mexicano
sembrado directamente de semilla y/o sobre limén volkameriano (Citrus volkameriana) o
naranja macrofila (Citrus macrophyla). En los estados de Veracruz, Tamaulipas,
Campeche, Quintana Roo, Sonora, Colima y Yucatan, existen algunas plantaciones de

citricos, principalmente naranja, injertadas sobre patrones tolerantes al VTC.

La dispersiéon del VTC dentro de una zona en la cual se encuentra presente en forma
endémica, se ve favorecida ampliamente por la presencia del pulgén café Toxoptera
citricida Kirkaldy, catalogado como el vector mas eficiente. Se ha observado que
T. citricida tiene un movimiento natural hacia el norte del continente, acompanado cierto
tiempo después de su deteccién, con la ocurrencia de brotes de tristeza con sintomas

severos, ya que este vector selecciona las variantes mas agresivas del virus; en la



actualidad se encuentra ampliamente distribuido en Centroamérica, la mayoria de las
Islas del Caribe, Florida (Estados Unidos) y Belice; ademas, en fecha reciente se

detectaron algunos brotes en el estado de Quintana Roo y Yucatan (Anénimo, 2000a).

En México se han tenido detecciones del VTC, principalmente en viveros, muchos de
ellos ubicados en el municipio de Martinez de la Torre, Veracruz (Anénimo, 1997), que
durante los ultimos 15 afios han comercializado cientos de miles de plantas por todo el
pais. Esta situacion, aunado al alto porcentaje de citricos injertados sobre naranjo agrio
y la reciente deteccion de algunos brotes del vector en la Peninsula de Yucatan, pone

en evidencia que el VTC inevitablemente va a llegar a ser un problema en México.

En virtud de la problematica que representa para México, la probable presencia del
VTC, y como una forma de contribuir a su conocimiento por parte de estudiantes y

citricultores del pais, se plantea el presente trabajo con los siguientes objetivos:

Objetivos

1. Describir las caracteristicas y detalles de la enfermedad, asi como estrategias que

se han aplicado para su manejo.

2. Presentar un analisis metédico y ordenado, de la situacién actual de la Tristeza de
los Citricos en México, asi como de las acciones instrumentadas para su combate,
en el contexto de la campafna nacional contra esta enfermedad, establecida por la

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.

3. Proponer algunas acciones a implementar como parte de la campafna nacional en

México, contra el la Tristeza de los Citricos.

4. Establecer un marco de referencia para la producciéon de material certificado libre de

virus



Il. METODOLOGIA

El presente trabajo se desarroll6 principalmente en el Area de Proteccién Fitosanitaria
de la Direccion General de Sanidad Vegetal, dependiente de la Comision Nacional de
Sanidad Agropecuaria, de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacioén, durante el periodo comprendido del mes de Julio de 1997 al mes

de junio de 2000. Las acciones realizadas fueron las siguientes:
2.1. Revision de la bibliografia

Para presentar de manera ordenada los aspectos relevantes de la enfermedad que
permitieran describirla ampliamente, asi como escenarios en otros paises y estrategias
instrumentadas para su manejo, se revisé la bibliografia existente, a fin de seleccionar
aquella que tuviera la informaciéon de mayor interés, analizarla, integrarla y ordenarla

para su presentacion.
2.2. Asistencia a talleres y cursos

Con el objeto de obtener informacién de tipo practico respecto a la enfermedad, se
programé la asistencia a dos eventos relevantes, como el “Taller sobre el Virus de la
Tristeza de los Citricos en México”, organizado por la Direccion General de Sanidad
Vegetal, del 10 al 12 de septiembre de 1997, en el cual se presentaron diversos analisis
sobre la situacion de la enfermedad en México, asi como algunas recomendaciones
sobre metodologia de muestreo, y de acciones y medidas fitosanitarias a instrumentar.

Ademas, se asistié6 al “Curso Teoérico-Practico sobre producciéon de Plantas Citricas
libres de virus”, organizado e impartido por el Instituto de Investigaciones de Citricos y
otros Frutales del Ministerio de la Agricultura de Cuba, el cual tuvo lugar los dias 16 al
20 de noviembre de 1998 en la ciudad de La Habana, Cuba, en el cual se abordaron
temas especificos sobre la produccién de plantas certificadas, resultados obtenidos en
diversos patrones o portainjertos evaluados y toda la descripcion del “Sistema de



Produccion de Material de Propagacion Certificado” que ese Pais ha venido

desarrollando.

2.3. Participacion en la elaboracion y revision de documentos relacionados con la

enfermedad

Con el propésito de tener acceso a la informacion existente sobre la enfermedad en
México, en relacién con las estrategias y medidas que se han instrumentado para el
manejo del VTC, el muestreo y el diagnéstico, se apoyd al Area de Proteccién
Fitosanitaria en la elaboracién y revision de diversos proyectos de Normas Oficiales
Mexicanas, documentos informativos, evaluaciones anuales, asi como en la integracion

de un proyecto de Manual Ope'rativo.
2.4. Revision de resultados y avances de la campana

Se reviso la informacion disponible que ha generado la Direccion General de Sanidad
Vegetal, en cuanto a los presupuestos otorgados a los estados para la operacion de la
campaiia contra el VTC y los resultados obtenidos, particularmente en lo referente a los
muestreos realizados, las detecciones que se han tenido y las acciones que se han

tomado al respecto.

Se analizaron los aspectos basicos del muestreo, las diversas metodologias que se han
instrumentado, de acuerdo a la normatividad establecida por la Direccion General de

Sanidad Vegetal.

Ademas, se realizaron algunas visitas de campo para supervisar las acciones de
muestreo en aquellos estados con mayor cantidad de tomas de muestras, para verificar
la metodologia, asi como a dos centros de produccion de material certificado, el Campo
Experimental Francisco Villa ubicado en el Estado de Tamaulipas, y un Vivero de

produccién en el Estado de Quintana Roo.
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3.1 La citricultura en México

Se conocen como citricos, a aquellas especies ubicadas dentro de la familia Rutaceae,
en los géneros, Citrus, Poncirus y Fortunella, asi como sus hibridos y variedades. De
manera comercial se conocen diversos frutos citricos, de los cuales los mas comunes
son: naranja (Citrus sinensis L. Osbeck), limén verdadero o mexicano (C. limon L.
Burn), lima mexicana (C. aurantifolia Christm.), toronja (C. paradisi Macf.) y mandarina
(C. reticulata Blanco). Existen otros citricos como el naranjo agrio (C. aurantium L)), la
naranja macrofila (C. macrophylla Webster), la mandarina cleopatra (C. reshni Hort. Ex
Tanaka), el limén rugoso (C. jambhiri Lush.), el limén volkameriano (C. volkameriana),
los cuales se utilizan principalmente como portainjertos para las especies comerciales.

Genéricamente se puede decir que el cultivo de los citricos, salvo pocas excepciones,
comprende plantaciones compuestas por un cultivar o variedad, injertado sobre un
portainjerto o patrén, de tal forma que una planta es una combinacién de dos especies

distintas unidas mediante un injerto.

Los seis principales paises productores de citricos del mundo, en cuanto a superficie,
son: Brasil (23.7%), Estados Unidos (15.2%), Espana (7.5%), China (6.45%), ltalia
(5.3%) y México (4.9%). En conjunto, aportan mas del 60% de la producciéon mundial.

En México, para el afo de 1999, la superficie establecida de citricos fue de 484,615 ha,
de las cuales se cosecharon 458,943 ha, arrojando una produccién de 5254,209 ton
con un valor de 7,385.9 millones de pesos (An6énimo, 2000b). Dentro de los estados
productores, el de mayor importancia es Veracruz con el 39% de la superficie, cultivada
con naranja, limén mexicano, mandarina y toronja, seguido del Estado de San Luis
Potosi con 10%, principalmente de naranja; Colima con 7%, en su gran mayoria de
limén mexicano; Tamaulipas con 6%, Nuevo Leén con 6% y Michoacan con 5%,

basicamente de limén mexicano.



Actualmente, en los Estados de Sinaloa, Sonora, Jalisco, Quintana Roo, Yucatan,

Tabasco, Oaxaca y Guerrero, se esta fomentando el cultivo de citricos.

3.2 La enfermedad conocida como Tristeza de los Citricos (VTC)

El concepto de tristeza se asocia a diversos factores, por lo que en ocasiones se
menciona que existe en muchas formas, razas, aislamientos, o biotipos; sin embargo,
también podemos atribuir este fendmeno de variabilidad o diversidad a otras

enfermedades, como el caso de Psorosis, Exocortis, Xiloporosis o Greening.

Indudablemente que la tristeza es la enfermedad virosa mas destructiva de los citricos,
existiendo evidencias claras de que ya no debe considerarse solamente como una
enfermedad propia de ciertas combinaciones susceptibles injerto/patrén y que varias
enfermedades distintas forman el complejo de la tristeza, como lo que se denomina
Stem-Pitting (acanaladuras longitudinales de la madera), Seedling Yellows (clorosis de
las plantulas) y Line Dieback (muerte descendente de las ramillas terminales.

La enfermedad conocida como tristeza de los citricos es el resultado de un patosistema
especifico, conformado por: 1) el hospedante, ya sea Ila combinacion
cultivar/portainjerto o la especie individual de citricos; 2) el virus; 3) agentes
diseminadores (hombre e insectos vectores). Estos tres elementos interactian con el
ambiente para dar origen a la presencia o ausencia de expresion de sintomas o efectos
nocivos al cultivo. (Rocha-Pefia M.A. y Bierly Murphy, K.F., 1994).

3.2.1 Agente causal

El virus que ocasiona la tristeza de los citricos pertenece al grupo de los closterovirus;
tiene forma de varilla flexible o de particula filamentosa que mide 11-12 x 2000 nm, las
particulas tienen un solo cordén de acido ribonucleico (ARN). Tiene una gran
variabilidad y se presenta en la naturaleza en forma de razas (variantes, cepas,

aislamientos), mismas que varian en la patogenicidad que inducen en la combinacion



cultivar/portainjerto de que se trate, por lo cual es muy diversa la reaccién vy

sintomatologia en diversos hospedantes.

Algunos aislamientos de tristeza son tan tenues e inocuos que aun hospederas muy
sensibles no son afectadas. En cambio, otros son tan severos que causan dafos
graves incluso en naranja dulce, la cual es bastante tolerante a la mayoria de los
aislamientos (Navarro, 1976; Wallace, 1978; Calavan et al, 1978).

Las razas del VTC caracterizadas a la fecha, se acomodan en 4 grupos segun los
sintomas que ocasionan en una serie de hospedantes citricos (Lee y Rocha-Pefia, 1992,
Lee et al, 1994), que son: 1) Razas tipo declinamiento, que causan necrosis del floema
en el sitio del injerto en plantas de naranja dulce, toronja o0 mandarina injertadas ya sea
en naranjo agrio o naranja macrophila; 2) razas tipo picado del tallo, que inducen
acanaladuras ya sea en el cultivar o en el patrén, justo debajo de la unién del injerto. La
mayoria de las razas tipo picado del tallo inducen declinamiento gradual o repentino en
plantas injertadas en naranjo agrio; 3) Razas tipo amarillamiento, que causan una
reaccion clorética uniforme en plantas de naranjo agrio, limén y toronja bajo condiciones
de invernadero. Aunque el amarillamiento es una reaccién en plantas indicadoras al
nivel de invernadero, esta asociado a razas que ocasionan declinamiento o picado del
tallo en plantas al nivel de campo, de tal forma que una raza tipo amarillamiento puede
ser simultdneamente tipo declinamiento y/o tipo picado del tallo; 4) Razas débiles son
todas aquellas que no inducen ninguno de los sintomas asociados al VTC, descritos
anteriormente, sélo ocasionan un ligero aclaramiento de las nervaduras en plantulas de
lima mexicana, la cual es el hospedante mas sensible al VTC (Garnsey et al, 1987,
Garnsey et al, 1991, Lee y Rocha-Pefa, 1992, Lee et al, 1994)

Los determinantes virales que inducen los sintomas descritos, aparentemente son
independientes uno de otro, sin embargo una determinada raza puede poseer uno o
varios de ellos (Tabla 1). Asimismo, el rango de expresion de los sintomas es muy
amplio en cuanto a su severidad (Tabla 2), por lo que éste es un término relativo que

involucra intrinsecamente al hospedante y a la raza del virus (Lee et al, 1994).



Tabla 1. Reaccion biolégica de plantas indicadoras de citricos a razas del virus de la

tristeza (Fuente: Lee ef al, 1994)

Reaccién Amar. de plantulas Picado del tallo
Categoria Limén Naranja Naranjo agrio Toronja Naranja Razas *
mexicano dulcel/agrio dulce
0 (débil) - - - - - 022, 052, 147
| + - - - - 051, T11
1l + + - - - 016a, 027, 151
1] + + + - - 003,148
v + + + + - 016
\ + + + - + 065a
Vi + - + + - 079,080
VIl + - - + + )
VIl + = = + - 031, 128
IX + - = = + 005
X + + + + + 006, 012, 014, 053

*

con base en la verificacion biolégica en la coleccion de enfermedades exéticas de citricos en el

Laboratorio de frutales del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, en Beltsville,
Maryland. La abreviatura Amar. = Amarillamiento.

¢ = raza no determinada

Tabla 2. Respuesta de diversas combinaciones cultivar/portainjerto a diferentes razas

del virus tristeza de los citricos (Fuente: Rocha-Pefia y Bierly Murphy, 1994)

Predominan- | Naranja, toronja, Naranja, toronja, Limén Limén
cia de razas | mandarina/naranjo | mandarina/otros | mexicano/naranjo mexicano/otros
del VTC agrio portainjertos agrio portainjertos
Tipo débil Ausencia de Ausencia de Ligero aclaramiento | Ligero aclaramiento
sintomas sintomas de nervaduras de nervaduras
Tipo Declinamiento Ausencia de Severo aclaramiento | Severo aclaramiento
declinamiento | gradual o repentino, |sintomas de nervaduras, de nervaduras,

muerte de arboles

declinamiento,
muerte de arboles

debilitamiento de
arboles, tamario
reducido del fruto

Tipo
del tallo

picado

Declinamiento
gradual o repentino,
muerte de arboles

Picado de tallo en
naranja, toronja o en
el portainjerto,
debilitamiento de
arboles, tamairio
reducido del fruto

Severo aclaramiento
de nervaduras,
declinamiento,
muerte de arboles

Severo aclaramiento
de nervaduras,
debilitamiento de
arboles, tamario
reducido del fruto

Existen evidencias experimentales que indican que el VTC se presenta en la naturaleza

como una combinaciéon o mezcla de razas en un mismo hospedante (Moreno et al,

1991), por lo que la expresion de sintomas en forma natural en un hospedante

determinado depende de la predominancia de razas “poco patogénicas” contra razas

“extremadamente patogénicas”, para ese hospedante en particular.




3.2.2 Origen

Existe consenso en el sentido de que tanto los citricos como las enfermedades virosas
de los mismos, tienen como origen comun los paises del Lejano Oriente, es decir China,
Japén, India, etc.; lo cual se demostré6 a través de estudios realizados sobre las
primeras introducciones de citricos a Sudafrica y a los Estados Unidos de Norteamérica,
entre finales del siglo pasado y principios del presente. Se revela que tanto tristeza
como Seedling Yellows estaban presentes y que se dispersan con la movilizacién de

material vegetativo contaminado (Wallace, et al, 1956; Wallace, 1978).

3.2.3 Confirmacion

Durante la ultima década del siglo pasado, cuando se desconocia la naturaleza de la
tristeza, se atribuyeron al fendbmeno de la incompatibilidad, los multiples fracasos
observados cuando se intentaba injertar naranja dulce y mandarinas sobre naranjo
agrio. En Sudaéfrica, los arbolitos morian o declinaban severamente en 2 6 3 afios
(Weber, 1943); algo parecido ocurrié en Florida al injertar satsuma sobre naranjo agrio,

combinacion que siempre resultaba en completo fracaso (Swingle, 1990).

Mas tarde, en Argentina, se describieron sintomas de una enfermedad observada en
1930 y a la cual se le denominé “Pudricién de la raicecilla” (Carrera, 1933 mencionado
por Wallace, 1978). Con base en los sintomas observados en una huerta afectada por
dicha enfermedad, Fawcett y Betancourt, en 1937, fueron los primeros en sugerir que
se trataba de una enfermedad virosa; en este mismo afio la enfermedad se estableci6
en Brasil y ahi se acufié por primera vez el nombre de “Tristeza” (Moreira, 1942

mencionado por Wallace, 1978).
Al estudiar una enfermedad parecida en Java, se formulé la teoria de que la copa del
naranjo dulce, producia una sustancia letal para las raices del naranjo agrio (Toxopeus,

1937, mencionado por Wallace, 1978).

10



En California, la enfermedad conocida como “Quick Decline” afecté arboles a principios
de 1939; después de una serie de estudios sobre su dispersion y sintomatologia, se
concluyé que esta y tristeza eran la misma cosa. Como consecuencia de un programa
intensivo de investigacion, se logré reproducir la enfermedad en arboles sanos de
valencia tardia sobre naranjo agrio por inoculacion a base de injerto, demostrando de
paso que es ocasionada por un virus (Fawcett y Wallace, 1946), simultaneamente, en
Brasil también se reportdé que la tristeza es una enfermedad virosa Yy que su principal
vector es el pulgdn Toxoptera citricida Kirkaldi (Meneghini, 1946); a partir de este hecho
cientifico, la investigacién y la comunicacién internacional se han expandido

considerablemente en busca de soluciones al problema.

3.2.4 Hospederas

En términos generales, las hospederas se agrupan segun su capacidad para manifestar
los sintomas de VTC (Wallace, 1978; Ferguson y Garnsey, 1987). Asi tenemos las

siguientes divisiones:

a) Hospederas que con frecuencia no muestran sintomas obvios, tales como algunas
mandarinas, algunas naranjas dulces, limén rugoso y lima acida rangpur

b) Hospederas que muestran sintomas de intensidad variable, tales como limas
acidas, limones, toronjas y pomelos, cidra, lima dulce, limén dulce, Kumquat,
C. macrophyla, C. excelsa, C. hystrix.

c) Hospederas resistentes a infecciones de tristeza, es decir que el virus no se
multiplica en estas plantas ain cuando se injerte con material infectado, tales como
naranja trifoliada (Poncirus trifoliata), hibridos derivados de P. trifoliata, Citranges
(C. sinensis x P. trifoliata) carrizo y Troyer, Citrumelo (C. paradisi x P. trifoliata)

swingle 4475
En varios intentos por encontrar plantas indicadoras mas apropiadas para la deteccién
de tristeza, existen reportes que revelan el fracaso en la contaminacién de 67 plantas

de especies y variedades no citricas, en su mayoria anuales (Bennett y Costa, 1949)
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3.2.5 Sintomatologia

Los sintomas de arboles infectados por VTC, desafortunadamente no son especificos
sino que pueden confundirse con los que muestran arboles dafados por tuzas, coh
algunas pudriciones radicales ocasionadas por hongos como Armillaria, con los
excesos de humedad en el suelo, con los dafos causados por altas concentraciones de
fertilizantes, con efectos secundarios producidos por algunos reguladores de
crecimiento y por el dafo de aceites utilizados en los quemadores para el calentamiento
de huertas (Klotz, et al, 1972).

a) Sintomas iniciales

De acuerdo a los mismos autores, el primer sintoma visual se presenta en las hojas,
que adquieren una coloracién opaca y tienden a enrollarse longitudinalmente hacia
arriba. Frecuentemente, los arboles afectados muestran en las etapas iniciales, una
sobrecarga de frutos; los arboles jévenes, empiezan a fructificar uno o mas afos antes

en comparacion con arboles sanos de la misma edad.
b) Sintomas radicales

Normalmente, los sintomas radicales preceden a los sintomas aéreos. Aun antes de
observar cualesquier anormalidad en el follaje, las raicecillas terminales del sistema
radicular han muerto y muestran sus cortezas desprendidas. Este proceso de
agotamiento y destruccién de raices ocurre de la periferia hacia el tronco del arbol,

dafiando en su progreso raices cada vez mas gruesas e importantes.

El declinamiento de arboles enfermos de tristeza provoca una severa reduccion del
almiddn en el sistema radical. Mediante la prueba del yodo mas yoduro de potasio en
partes iguales, es posible detectar el contenido de almidén al sumergir en dicha
solucién, por 15 minutos, los extremos de las raices cortadas previamente; si el almidén

es abundante, las raices se tifien de un color azul oscuro, pero si estan enfermas no se
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colorean. Este procedimiento no es infalible para detectar la tristeza, especialmente
cuando se practica durante las fases iniciales de la enfermedad o cuando

simultdneamente existen otros agentes causantes con el mismo efecto (Stout, 1945).

c) Destruccion del floema

Los arboles en proceso de declinamiento por VTC, revelan sintomas microscépicos
antes de que se manifiesten los sintomas macroscépicos. A través de un examen
microscoépico, es posible demostrar que el sintoma primario de diagnéstico consiste en
la presencia y acumulacién de un material que se tifie de oscuro dentro del citoplasma
de las células parenquimatosas adyacentes a los tubos fibrosos del floema.
Inmediatamente sobreviene la necrosis de los tubos fibrosos cercanos a la corteza del
naranjo agrio y proximos a la zona de unién del injerto. Después de que ocurre la
infeccion, la cantidad de floema en funcionamiento se reduce a tal grado que se
provocan sintomas parecidos o equivalentes a los del estrangulamiento, esto limita o
evita la movilizacién de alimentos hacia la raiz y claramente explica la utilizacion del
almidén de reserva, el decaimiento progresivo de raices y la aparicion de sintomas
aéreos (Schneider, 1952; Schneider, 1954).

d) Sintomas aéreos

Aparentemente en concordancia con la destruccion radical, el deterioro del follaje de
los arboles enfermos muestra un proceso gradual de enrollamiento de las hojas,
marchitamiento, defoliacion y secamiento de ramillas terminales. La reaccidn
fulminante ocurre durante periodos de sequia en los cuales es comun observar que
arboles relativamente jovenes, de entre 5 y 6 afos, sufren colapsos mortales
acompafados de marchitez y secamiento de hojas repentinos; mientras los frutos

permanecen sobre el arbol hasta que se secan y momifican.

Arboles afectados con formas menos severas, sobreviven y continian en estado de

productividad comercial durante varios afnos. Tanto los brotes vegetativos como las
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raices, presentan un crecimiento sumamente débil, quiza debido a la retencién de unos
cuantos tubos cribosos funcionales y/o a la formacién de nuevos tubos cribosos en el
floema (Klotz, et al,1972; Wallace, 1978; Ferguson y Garnsey, 1987). Esta ultima
reaccion y relativa regeneracién del crecimiento, varia con las cantidades de almidén
almacenado en las raices, incluso se llega a formar un callo entre los limites del tejido

sano y del atacado, pero estos arboles jamas recuperan su condicién normal.

Las razas inocuas o benignas de tristeza producen sintomas poco notables sobre la
mayoria de las especies y variedades comerciales. En ocasiones, se presenta un
enanismo acentuado del injerto sobre naranjo agrio como patrén. Con frecuencia, sin
que sea un sintoma especifico, al remover una pieza de corteza del naranjo agrio en la
zona de union del injerto, se aprecia en la madera una especie de piquitos o especie de
alfileres que corresponden con pequefios orificios marcados en la cara interna de la
corteza. También es frecuente que aparezca una franja de color café en la cara interna
de la corteza, a la altura de la zona de unién, unos cuantos minutos después de
remover la corteza del tronco. En igual forma, es comun observar un ligero

engrosamiento de la corteza del patron inmediatamente debajo de dicha zona de union.

En contraste, las razas severas o virulentas de tristeza ocasionan en combinaciones
sobre naranjo agrio, un desarrollo lento y muy débil de los arbolitos, clorosis, floracion y

fructificacién prematuras y enanismo.

e) Stem-pitting

Es una condicién asociada con tristeza y otras enfermedades virosas, y consiste en
pequefas depresiones o acanaladuras longitudinales sobre la cara externa de la
madera, que se corresponden con pequefnas proyecciones de la cara interna de la

corteza, lo cual se observa al pelar la corteza de ramillas delgadas.

El Stem-Pitting inducido por tristeza varia de acuerdo con la raza del virus y con el

hospedero. En casos severos, tanto el tronco como las ramas principales tienen una



apariencia nudosa o “trenzada” como la de una reata; las razas severas ocasionan
Stem-Pitting en variedades de naranja dulce independientemente del patron. Los
arboles enfermos muestran un desarrollo mas compacto que el normal, un enanismo
bastante marcado y generalmente adquieren un aspecto de hongo. Tanto los frutos
como la productividad sufren reducciones considerables, las ramas tienden a ser
vidriosas y quebradizas. Una determinada raza de VTC que causa Stem-Pitting en
naranja dulce, no necesariamente produce este sintoma en toronja y viceversa. Las
razas severas de Stem-Pitting se han reportado en Brasil, Peru, Japon y California
(Wallace, 1978; Ferguson y Garnsey; 1987, Lee y Rocha Pefia, 1992).

f) Seedling yellows

Es una enfermedad virosa asociada con tristeza que puede ser causada por una o
varias formas del mismo virus. Los principales sintomas son el enanismo y clorosis de
plantulas de naranjo agrio, toronja, limén eureka y cidra. Las hojas de las plantas
atacadas severamente son pequefias, subdesarrolladas, de color verde amarillento.
Los entrenudos del tallo y de las ramas son cortos y ademas pueden aparecer yemas

multiples en los nudos.

En Australia, se demostré que el virus que produce tales efectos en las plantulas, se
presenta naturalmente en arboles de naranja dulce y mandarina atacados por tristeza,
pudiendo transmitirse al injertar. Estos arboles de naranja dulce y mandarina no sufren
dafios cuando son de pie franco pero si cuando se injertan sobre naranjo agrio o

toronja.

3.2.6 Distribucion
La tristeza es originaria de los paises del lejano oriente, en donde se originaron
precisamente las principales especies citricas; de ahi se dispersd hacia otras regiones

productoras por medio de la movilizacion de material vegetativo enfermo.
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Practicamente, su distribucion abarca las principales regiones productoras del mundo

excepto algunos paises de la cuenca del mediterraneo, México, Centroamérica y del
Caribe (Lee y Rocha Pefa, 1992).

La distribucion del VTC (Anénimo, 2000a) es la siguiente:

a)

b)

d)

Europa: Republica de Chipre, Reino de Espara, Republica Francesa, Republica
Helénica, Republica Italiana, Republica Federal de Yugoslavia y Republica de
Bosnia y Herzegovina.

Asia: Estado de Brunei Morada de Paz, Republica Popular de China, Republica de
la India, Republica de Indonesia, Republica Islamica de Iran, Estado de Israel,
Japén, Federacion de Malasia, Reino de Nepal, Republica de Filipinas, Republica
de China (Taiwan), Republica Socialista Democratica de Sri Lanka, Reino de
Tailandia, Republica de Turquia y Republica del Yemen.

Africa: Republica Argelina Democratica y Popular, Republica del Camerun,
Republica Centroafricana, Republica de Chad, Republica Arabe de Egipto,
Republica Gabonesa, Republica de Ghana, Reino de Marruecos, Mauricio,
Republica Popular de Mozambique, Republica de Kenya, Republica Federal de
Nigeria, Islas Reunién, Republica de Sudafrica, Republica de Tunez, Republica de
Uganda, Republica de Zaire, Republica de Zambia y Republica de Zimbabwe.
América: Commonwealth de Dominica, Republica Dominicana, Jamaica, Republica
de Trinidad y Tobago, Republica de Costa Rica, Republica de El Salvador,
Republica de Nicaragua, Republica de Panama, Estados Unidos de América,
Republica de Argentina, Republica Federativa de Brasil, Republica de Chile,
Republica de Colombia, Republica del Ecuador, Republica Cooperativa de Guyana,
Republica del Pert, Republica de Surinéme, Republica Oriental del Uruguay,
Republica de Venezuela, Republica de Guatemala y Belice

Oceania: Samoa Americana, Commonwealth de Australia, Republica de Fiji, Nueva
Zelanda, Estado Independiente de Samoa Occidental, Islas Nive, Reino de Tonga,

Islas Cook, Nueva Caledonia y Hawaii (E.U.A).
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3.2.7. Transmisioén y dispersion
a) Diversos medios

Hasta ahora, los intentos realizados por transmitir el virus de la tristeza por medio de
técnicas de inoculacién de savia, han fracasado rotundamente. Aunque basandose en
evidencias circunstanciales, tampoco existen posibilidades de que dicha enfermedad
sea transmitida por semilla; sin embargo, aunque no juega un papel importante en la
dispersién natural, se confirmé que la planta parasita llamada cuscuta (Cuscuta
subinclusa), es capaz de transmitir dicho virus de un arbol enfermo a un arbol sano lo

cual puede tener interés mas bien de tipo experimental (Wallace, 1978).

b) Propagacion vegetativa

El virus de la tristeza se perpetia en las yemas de arboles enfermos, por lo que el uso
de yemas infectadas para injertar es quiza el medio mas eficiente para incrementar y
dispersar esta enfermedad. En paises donde el VTC se ha generalizado, el uso de
yemas infectadas para propagacion de nuevos arboles se practica por necesidad, y no

existe mejor alternativa que injertarlas sobre los llamados patrones tolerantes.

Por mucho tiempo, lo anterior parecia a todas luces satisfactorio, sin embargo, los
efectos del Stem-Pitting en citricos tales como limas &cidas, toronjas y la naranja dulce,
independientemente del patrén, asi como el acentuado enanismo de las naranjas
dulces ocasionado por algunas razas del complejo viral también sobre cualesquier
patrén, obligan a la realizacién de estudios mas profundos sobre todo en el area de la

proteccion cruzada (Wallace, 1978).

Las yemas de arboles infectados con razas severas de tristeza, tienden a producir
arboles normales y vigorosos sobre patrones tolerantes, sin embargo, dichos arboles
sirven para aumentar los reservorios de razas severas de tristeza que los pulgones

dispersaran hacia plantaciones aledanas.
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c) Insectos vectores

El virus es transmitido por varias especies de pulgones en forma semipersistente. Se ha
demostrado que el pulgén “café” o “tropical”, Toxoptera citricida Kirkaldy es un vector
sumamente eficiente y el principal agente transmisor del VTC en Sudamérica,
Sudafrica, Oeste Africano, Australia y paises del lejano Oriente (Meneghini, 1948:
Bennett y Costa, 1949; Grant y Costa, 1951). Dicho afido no esta presente en los
Estados Unidos de Norteamérica ni en México y en los paises del mediterraneo; sin
embargo, reportes recientes indican la invasion de este vector en paises como Panama3,
Costa Rica y Nicaragua y se estan confirmando brotes anunciados previamente en El

Salvador, Honduras y Guatemala (Lastra, et al, 1991).

También se ha demostrado la capacidad de otras especies como Aphis gossypii, A.
citricola 'y T. aurantii para transmitir el virus. Aunque la primera especie se considera
como un vector ineficiente en comparaciéon con T. citricida, 0.5-1.1% contra 20% de
transmisién individual, las poblaciones extremadamente altas en ciertas zonas de

California y Florida han sido adecuadas para explicar la incidencia de la enfermedad.

La efectividad relativa de T. citricida comparada con la de A. gossypii, se ha
determinado recientemente. En pruebas simultaneas llevadas a cabo en la estacion
cuarentenaria de Maryland (EUA), se utilizaron ambos insectos para transmitir cinco
razas de VTC procedentes de otros tantos paises (Yokomi y Damsteegt, 1991,
mencionado por Lee y Rocha Pefia, 1992) con los siguientes resultados en cuanto a la

probabilidad de transmisién de un solo pulgén:

Pais T. citricida ~___A. gossypii
Brasil 25.0 0.6
Israel 241 1.6
Espana 18.0 2.7
China 11.3 23
Hawai 1.4 0.0

En la figura 1 se aprecia la importancia de la presencia de T. citricida en una region.
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de propagacion infectado sobre porta-injertos tolerantes al VTC (modificado por Rocha-Pefia et al, 1992).

S

Figura 1. Introduccién, diseminacién y forma en que ha aparecido el virus tristeza de los citricos (VTC) en diversas partes del mundo:
A. Epifitias ocurridas en Espania, Israel, California y Florida, con Aphis gossypii como agente diseminador; B. Epifitias ocurridas en Argentina,
Brasil, Venezuela, etc., con Toxoptera citricida como agente diseminador del virus. En ambos casos el virus fue introducido primariamente por
el hombre a través de material de propagacion (yemas) infectado con el virus y diseminado posteriormente por insectos vectores;
C. Ocurrencia de razas del VTC del tipo picado del tallo y otras enfermedades virosas como consecuencia del empleo inadvertido de material

Ocurrencia de citrus
blight, exocortis,
cachexia y otras
enfermedades virales en
arboles en portainjertos
tolerantes al VTC
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En Australia, Sudafrica y California se ha demostrado que T. citricida y A. gossypii son
capaces de transmitir el complejo viral del Seedling yellows (Wallace, 1978). Aparte de
su importancia como vectores, ambas especies se presentan en altas poblaciones, por

lo que T. citricida puede constituirse en un doble peligro, como vector y como plaga.

En general, se reconoce que la dispersion natural de tristeza es mas rapida en naranjas
y toronjas con respecto a otros citricos. En igual forma, se acepta que la capacidad de
dispersion de la enfermedad transmitida por pulgones, depende de las condiciones
ambientales y de la hospedera misma. Algunas plantas son mejores fuentes de VTC y

algunas son mejores receptoras que otras.
La distribucion de T. citricida (Anénimo, 1996) es la siguiente:

- Asia: Republica de Indonesia, Republica de la India, Japdén, Republica Popular
Democratica de Corea, Republica de Corea, Federacién de Malasia, Republica de
Filipinas, Republica Socialista Democratica de Sri Lanka, Republica de China
(Taiwan), Reino de Tailandia y Republica Popular de China.

- Africa: Republica de Camerun, Republica Popular del Congo, Republica de Ghana,
Republica de Kenya, Mauricio, Republica Popular de Mozambique, Republica
Federal de Nigeria, Islas Reunion, Republica de Senegal, Republica de Sierra Leona,
Republica de Sudafrica, Santa Elena, Republica de Sudan, Republica Unida de
Tanzania, Republica de Uganda y Republica de Zimbabwe.

- América: Belice, Republica de Cuba, Republica Dominicana, Commonwealth de
Dominica, Republica del Ecuador, Guadalupe, Jamaica, Martinica, Estado Libre
Asociado de Puerto Rico, Santa Lucia, San Vicente y las Granadinas, Republica de
Trinidad y Tobago, Republica de Costa Rica, Republica de El Salvador, Republica de
Nicaragua, Republica de Panama, Republica del Paraguay, Republica Argentina,
Republica Federativa de Brasil, Republica de Chile, Guayana Francesa, Republica
Cooperativa de Guyana, Republica del Peri, Republica de Suriname, Republica
Oriental del Uruguay, Estados Unidos de América y Republica de Venezuela.

- Oceania: Commonwealth de Australia, Islas Cook, Republica de Fiji y Hawaii (E.U.A).
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3.2.8 Importancia econémica

En realidad no existen estadisticas precisas sobre las pérdidas econémicas totales,
ocasionadas por la ftristeza en diferentes paises productores del mundo. Las
plantaciones de Sudafrica y Australia, han escapado en gran parte del dafo de tristeza,
gracias a que tanto el naranjo agrio como otros patrones susceptibles nunca se
utilizaron extensivamente; otro tanto ocurrio6 en Japén, en donde se usa P. trifoliata
como patrén en forma masiva. En los paises mediterraneos, a excepcion de Espainia, se
observa que las plantaciones estan relativamente libres de danos; sin embargo, en el
resto de los paises productores, la tristeza esta causando pérdidas muy severas

cuando se usan combinaciones susceptibles.

Las estimaciones de arboles muertos por causa de la tristeza ilustran la capacidad
destructiva de dicha enfermedad. Asi en Argentina, desde la aparicion de la
enfermedad hasta 1945, habian muerto aproximadamente 10 millones de arboles, y
para 1959, esa cifra se habia incrementado hasta 18 millones. En Brasil, se reporta una
mortandad de mas de 10 millones de arboles para 1958. Aunque en California, se
estima una cifra de mas de 3 millones de arboles destruidos, la pérdida de arboles no
es proporcional a la registrada en Sudamérica porque mas de la mitad de la poblacidon

de citricos consistia en combinaciones tolerantes (Wallace, 1978).

En Florida, aunque el VTC se ha dispersado desde los afios 50°s, ha causado poca
preocupacion, debido a que grandes extensiones citricolas se basan en patrones
tolerantes, y porque la mayoria de las razas son tan benignas que aun arboles sobre
naranjo agrio y con mas de 7 afos de infeccién, no han sido seriamente afectados. No
obstante, se han tenido pérdidas superiores al millon de arboles. Los brotes cada vez
mas frecuentes de razas severas con capacidad destructiva mayor al 50%,
especialmente en arboles menores de 2 afnos, y la existencia de grandes extensiones a

base de combinaciones sobre naranjo agrio permiten prever una serie amenaza para el
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futuro. Hasta ahora, el uso del naranjo agrio como patrén, se ha preferido sobre otros

patrones por su tolerancia a la enfermedad conocida como blight (Brlansky, et al, 1986).

En Espafia, es probable que el virus de la tristeza se haya introducido en la década de
los anos treinta, pero fue detectado mucho mas tarde, después de su manifestacion
epidémica en 1957. Desde entonces, han muerto mas de 10 millones de arboles

injertados sobre naranjo agrio (Cambra, et al, 1990).

Finalmente, en Venezuela el VTC fue detectado por primera vez en el afio de 1960 y
para 1980 llega el principal vector T. citricida. A partir de entonces se presentan
ataques epidémicos que ocasionan pérdidas durante los siguientes 10 afos, de 3

millones de arboles en forma fulminante (Reyes, et al, 1991).

La cuantificacion de dafos causados por VTC, en paises como India, China, Taiwan,
Japén e Islas Filipinas, no esta del todo clarificada. Algunos reportes sefialan que
algunas combinaciones reconocidas en otros paises como tolerantes e incluso
resistentes, finalmente declinan y mueren. Se sospecha la presencia de razas
extremadamente virulentas, puesto que producen declinamientos severos, por ejemplo,
de mandarina ponkan sobre patrones tales como Citrus sunki, Poncirus ftrifoliata y

mandarina cleopatra, que en otros lugares se comportan como tolerantes.

Otras manifestaciones del complejo de la tristeza, que no involucran cualesquier
combinacién comercial injerto/patron, son el Stem-Pitting de las toronjas y el
declinamiento de las limas acidas. De esta ultima hay pocos reportes, pero ocasiona

graves pérdidas de plantulas jovenes en paises del oeste africano.

En lo concerniente al Stem-Pitting, en Sudafrica se reporta un declinamiento severo que
ocasiona gran mortandad de arboles alrededor de los 15 de edad, adn cuando se
injerten sobre limén rugoso, un patrén donde normalmente no se desarrollan
declinamientos tipicos de tristeza. Esto también es importante en Brasil, Argentina y

Australia, especialmente sobre toronja y algunos otros citricos (Wallace, 1978).
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3.3 La Campana contra el VTC en México

Para enfrentar la problematica que representa la Tristeza de los Citricos, el Gobierno
Federal Mexicano, especificamente la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), por conducto de la Direccién General de
Sanidad Vegetal (DGSV), ha instrumentado una campafa fitosanitaria para tal fin, la

cual se encuentra sujeta a revision y reestructuracién perioédicas.

A fin de lograr avances en el control de la enfermedad, se actualizan las actividades, su
calendarizacién, los responsables de ejecutarlas, el presupuesto, la incorporacion de
nuevas tecnologias, y se realizan adecuaciones constantes de la normatividad, con la
participacion del sector publico (DGSV, Delegaciones de la SAGARPA en los estados,
Colegio de Postgraduados, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias, Centro de Investigaciones Cientificas de Yucatan, entre otras instancias), del
sector privado (Confederacion Nacional de Citricultores, Organismos Auxiliares de
Sanidad Vegetal, Asociacion Nacional de Procesadores de Jugos Citricos, Empresas
comercializadoras y exportadoras de citricos, Asociaciéon de viveristas), asi como de
organismos internacionales como la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentaciéon (FAO por sus siglas en inglés), el Organismo Internacional
Regional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA) y Gobiernos de paises extranjéros_

La campana contra el VTC considera una serie de acciones, las cuales se describen a

continuacion:

3.3.1 Muestreo y diagnéstico

a) Del virus

Las actividades de muestreo para evaluar la evolucién y/o deteccion de la plaga se
realizan durante todo el afio, por la agresividad del virus, asi como por el amplio rango

de variedades susceptibles a ser atacadas y por ser un cultivo perenne. Con el fin de
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obtener una alta confiabilidad se realiza un muestreo sistematico en el 10% de la

superficie cultivada con las diferentes variedades de citricos.

Ademas de este muestreo sistematico generalizado, también se realizan muestreos

selectivos en algunas plantaciones y/o viveros, con base en los siguientes criterios:

+ Plantaciones y/o viveros en que se hayan detectado sintomas sospechosos al VTC.
+ Plantaciones y/o viveros aledafios a los predios con sintomas sospechosos.
+ Plantaciones y/o viveros con plantas procedentes de otros paises o de entidades

con antecedentes de presencia de la plaga.

El muestreo en viveros esta en funcion de los requerimientos de particulares para la
movilizacién de plantas del vivero a una region citricola; sin embargo, se muestrean

azar, viveros productores de material propagativo en cada entidad.

En todos los casos, los arboles muestreados se identifican y manejan para su posterior
seguimiento. El diagnéstico es una parte fundamental de la campana,.ya que permite
conocer la presencia real del VTC en las plantaciones de citricos en México, y va ligado
a las acciones de muestreo, en el que las muestras obtenidas como parte de esta

actividad se envian a diagnéstico a diversos laboratorios.

El analisis para determinar la presencia del VTC, lo realizan laboratorios de diagnéstico
aprobados por la DGSV, como los de los Campos Agricolas Experimentales de
Cotaxtla, Ver. y General Teran, N.L.; y en ocasiones por el Centro Nacional de
Referencia de Diagnéstico Fitosanitario de la propia DGSV, quien ademas, confirma los

casos positivos

El método de diagnéstico utilizado es el inmunoenzimatico ELISA, cuyo uso es el mas
generalizado por su confiabilidad, alta sensibilidad, rapidez y bajo costo. Se menciona
que es posible detectar la presencia del VTC en muestras compuestas formadas de

hasta 5 muestras simples, haciendo mucho mas econémico este método.



b) De vectores

El pulgén café Toxoptera citricida es el vector mas eficiente del VTC, principalmente de
aislamientos extremadamente severos, ademas de ser en si, una plaga de
consideraciéon del cultivo de los citricos. Cuando T. citricida aparece por primera vez en
un pais, usualmente se encuentra entremezclado con individuos de T. aurantii. Estas
dos especies de pulgones no se cruzan entre si, pero pueden existir asociadas.
Después de que T. citricida se establece en una nueva area, puede competir y

desplazar a T. aurantii hasta llegar a predominar en el arbol de citrico.

Es muy probable que T. citricida se transporte en corrientes de aire hasta llegar a
México, procedente de Centroamérica y/o el Caribe; por ello, se ha establecido el
muestreo y una red de monitoreo en los estados citricolas, principalmente en los del
Golfo y Peninsula de Yucatan, por donde T. cifricida podria aparecer primero. El
muestreo y la red de monitoreo, se establecen minimamente en el 10% de la superficie

citricola de las entidades.

Para el muestreo se establecen puntos de observacién permanente (POP), en niimero
tal que se distribuyan en toda la zona citricola de cada estado. Cada POP consta de 5
arboles, de donde se toman 4 brotes de cada punto cardinal, de cada uno de los
arboles; los pulgones se depositan en frascos viales con alcohol al 70%, con etiquetas
que consideren fecha, hospedero, localidad, municipio, nhombre del colector y las
observaciones pertinentes. Estas muestras se envian a un laboratorio de pruebas para

su determinacion taxonémica.

Para la red de trampeo se colocan 4 trampas amarillas de impacto con adhesivo y/o
recipientes amarillos con agua y detergente por cada POP, a una diétancia
aproximadamente de 100 metros entre trampas, mismas que se revisan cada tercer dia.
Se sigue el proceso anterior para su determinacién taxonémica. Las trampas se instalan
y revisan durante todo el afio, principalmente en las zonas citricolas de donde proceden

las corrientes de viento (cercanas al mar).
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3.3.2. Control legal

a) Norma Oficial Mexicana

Para establecer de manera legal la operatividad de la campafia, se encuentra en
proceso la publicaciéon en el Diario Oficial de la Federacién, de una Norma Oficial
Mexicana que tenga por objeto establecer las medidas fitosanitarias que deben

aplicarse para prevenir, combatir, controlar y/o erradicar al VTC en México.

b) Dispositivo nacional de emergencia

Con fundamento en el Articulo 46 de la Ley Federal de Sanidad Vegetal (Anénimo,
1994), la Secretaria ha instrumentado el Dispositivo Nacional de Emergencia en
Sanidad Vegetal, cuando se detecta la presencia de VTC en tal forma que se ponga en
situacion de emergencia la citricultura nacional, para lo cual se publica en el Diario
Oficial de la Federacion, el correspondiente Acuerdo o Norma Oficial de emergencia.

Con ello, se pueden eliminar los brotes que sean detectados.

c¢) Regulacion cuarentenaria

- Nacional: Cuando se detectan brotes en vivero, la movilizacibn de material
propagativo (plantas) debe hacerse Unicamente bajo el amparo de un Certificado
Fitosanitario para la Movilizacion Nacional, previo diagnéstico negativo por un
laboratorio aprobado. Esta regulaciéon se apoya en los Puntos de Verificacion Interna,
asi como en las casetas de vigilancia interestatales. Los viveros que produzcan,
comercialicen o movilicen planta, deben presentar aviso de inicio de funcionamiento.

- Internacional: Se prohibe la importaciéon de germoplasma de citricos, plantas, yemas
o cualquier material propagativo, procedente de areas donde el VTC es endémico, o
de aquellos paises que han sufrido la introducciéon del patégeno a su territorio, en
virtud de que ello representa un alto riesgo de introduccién del VTC y su vector, a

excepcion de aquellos donde se compruebe mediante verificacion en origen por el
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personal aprobado o acreditado de la Secretaria, que provienen de areas libres del
patdgeno. Se permite la introduccion de material propagativo de plantulas in vitro,
previo cumplimiento de los requisitos fitosanitarios establecidos por la Secretaria, y

certificado por el pais de origen (An6énimo, 1996).

3.3.3. Certificacion de material propagativo de citricos

Una de las principales, sino la principal, medidas fitosanitarias extremas para prevenir
una situacién de dano casi irreversible para la citricultura en México, lo es el
establecimiento de un “Centro de Produccién de material propagativo de citricos
certificado” o “Viveros Certificados”, que proporcionen material propagativo tolerante
certificado y de calidad varietal para la sustitucion y establecimiento de nuevas

plantaciones, lo cual en su momento y de acuerdo a la normatividad sera obligatorio.

El uso de patrones tolerantes como alternativa para el manejo del VTC, va dirigido
principalmente a contrarrestar su efecto, y significa poder explotar econémicamente el
cultivo, aun en presencia del VTC. En México existe una serie de patrones que se
comportan como tolerantes al VTC; el término “tolerante” se refiere a la capacidad de
los arboles injertados en tales patrones a resistir la infeccién, sin manifestar los
sintomas de declinamiento y/o muerte. Pero serian potencialmente susceptibles a otras
plagas (Phytophtora, Cachexia/Xiloporosis, Exocortis, etc) al menos que se establezca

un programa nacional de certificacion fitosanitaria del material propagativo a producir.

Algunos de los patrones tolerantes son: la mandarina cleopatra (Citrus reshni); la
naranja trifoliada (Poncirus trifoliata); citranges (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata),
tanto troyer como carrizo; citrumelos (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata), como el
citrumelo Swingle; amblycarpa (Citrus amblycarpa); limén rugoso (Citrus jamhiri); limoén

volkameriana (Citrus volkameriana); citrus rangpur (Citrus limonia).

La seleccién de variedades y portainjertos a utilizar, debe basarse considerando la

especie a propagar (naranjo, toronja, mandarina o limén), el tipo de suelo, presencia de
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enfermedades y condiciones climaticas (disponibilidad de agua, nortes, heladas, etc.)

de cada regioén en particular

El programa implica la certificacion del material propagativo, lo cual permitira darle al
productor el respaldo de que la planta que emplee tendra la calidad fitosanitaria
necesaria que se refleje en sus volumenes de produccién. Para instrumentar esta

certificacién, esta en proceso la publicacion de un proyecto de Norma Oficial Mexicana.
3.3.4. Capacitacion

De la concientizacién y participacion firme y decidida de los productores en las diversas
areas citricolas del pais, depende el tiempo en que la citricultura sufra un impacto
economico negativo. Como parte de esta actividad, se realizan cursos regionales
dirigidos a personal técnico de los Comités Estatales de Sanidad Vegetal, asi como
platicas y talleres para productores, contemplandose temas como la caracterizacién del
VTC, metodologia de muestreo, patrones tolerantes, vectores, regulacién de la

movilizacién de material de citricos, certificacion de material propagativo
3.3.5. Divulgacion

Con la finalidad de dar a conocer las actividades que se desarrollan como parte de la
campana, se establecié un programa de divulgacion, que incluye ademas, la difusion de
los resultados obtenidos. Con ello se lograra concientizar a los productores, a los
empacadores y comercializadores, y al publico en general, y se estimulara la

participacion, mediante la observancia de las disposiciones fitosanitarias.

En el programa divulgativo se consideran capsulas informativas en la radio, mensajes
de television, desplegados en la prensa, letreros panoramicos, tripticos y folletos que
abordan los siguientes temas: a) Toma de muestras; b) Trampeo para la deteccion de
vectores; ¢) Movilizacién de plantas de citricos; d) Destruccién de brotes positivos a la

tristeza; e) Uso de patrones tolerantes; f) Resultados de la campafa contra la tristeza.
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IV. RESULTADOS

4.1. Metodologias de muestreo para el VTC

El muestreo y seleccion de plantas para la deteccion del VTC, es un aspecto de primera
importancia cuando se pretende conocer su grado de presencia en un Aarea
determinada o poblacién de plantas. El muestreo a seguir se determina con base a una
serie de conceptos y consideraciones que enseguida se describen, relacionados con la

epidemiologia del VTC y distribucién de plantas infectadas en el campo.

4.1.1. Consideraciones generales

La presencia del VTC en una plantacién se debe primordialmente al empleo de material
de propagacién (varetas) infectado; la diseminacién posterior ocurre en forma natural
por insectos (pulgones) vectores. Conviene saber que el VTC puede estar presente en
forma asintomatica, dependiendo de la raza y la combinacién cultivar/portainjerto de
que se trate, por lo que con frecuencia, la evaluacion de la presencia del VTC en un

area determinada, se efectta alin en ausencia de sintomas de la enfermedad.

Diversos estudios sobre la epidemiologia del VTC en huertas de citricos, indican que la
enfermedad se distribuye al azar y que existe poca agregacion de plantas infectadas, lo
cual significa que es mas probable encontrar al VTC en arboles distantes a los focos
iniciales de infeccién que en arboles adyacentes a los mismos. Aparentemente el vuelo
de los insectos vectores se efectia con mayor frecuencia a arboles distantes mas que a
los arboles vecinos. Por lo anterior, con fines de muestreo y para detectar niveles bajos

de ocurrencia del VTC, es conveniente asumir una distribucién al azar o de Poisson.

4.1.2. Los métodos de muestreo

En huertas comerciales, el muestreo se realiza al azar siguiendo un patrén en zig-zag

(Figura 2). Para el muestreo en viveros, se tendra que cuadricular imaginariamente la
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superficie en distancias de 3 m?y en cada punto de interseccion, muestrear plantas que

se encuentren en los surcos o hileras adyacentes (Figura 3).
4.1.3. Marcado y ubicacion de las plantas a muestrear

Las plantas a muestrear se marcan por debajo de la primera rama verdadera o en el
patrén, segun sea el caso, con pintura indeleble, procurando que la marca se encuentre
lo mas visiblemente posible; ademas, en un croquis se sefala la ubicacién exacta. Lo
anterior tiene como finalidad el facilitar la ubicacién de las plantas muestreadas en

visitas posteriores.
4.1.4. Cantidad de muestras

Con el fin de obtener una alta confiabilidad, el muestreo se realiza de manera
sistematica en el 10% de la superficie cultivada con las diferentes variedades, de tal

manera que en 10 afios se muestree la totalidad de la misma.

Las plantaciones (huertas) donde no se observen sintomas sospechosos del VTC, se
dividen en cuadrantes de 5 hectareas, muestreando el 2.2% de plantas, por lo que el
nimero de muestras dependera de la densidad de siembra y las diferentes variedades
existentes en la huerta, ya que ademas, se recomienda muestrear minimamente una
hectarea por variedad o especie. En viveros se recomienda tomar 5.5% de plantas, ya
sea que estén establecidos directamente en el suelo o en bolsas de plastico,
recomendandose en este Ultimo caso, no mover las plantas hasta conocer los

resultados.

4.1.5. Etiquetado de las muestras

Cada muestra compuesta se etiqueta con una clave que la identifique. Dicha clave debe
indicar el numero de la planta muestreada y el nimero de linea o grupo al que

pertenece, ya sea dentro de una huerta o dentro de un vivero
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Figura 2. Modelo en zig-zag para el muestreo en huertas
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Figura 3. Modelo cuadriculado para el muestreo en viveros.
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4.1.6. Toma de muestras

Una vez ubicadas y marcadas las plantas a muestrear, se procede a cortar los brotes
manualmente, ya que el uso de instrumentos de corte puede ayudar a la transmision de
otras enfermedades. Para viveros, se toma una muestra compuesta de 5 plantas por

punto de interseccién, colectando 1 a 2 brotes jovenes de 10-15 cm de longitud.

En huertas, se toma una muestra compuesta de 6-8 brotes tiernos de la parte apical del
arbol (tratando de cubrir toda la copa), los cuales deben tener una longitud de 10 a 15
cm. Si en el recorrido de la toma de muestras se observan plantas con sintomas
similares a los que ocasiona el VTC (en donde las hojas cambian de un color verde
intenso a un verde claro seguido de un amarillamiento, asi como aclaramiento de

nervaduras), estas se toman como muestras adicionales.
4.1.7. Preparacion de muestras

Primero se elimina el follaje de los brotes jévenes muestreados. Las muestras tomadas
en cada punto forman una muestra compuesta, la cual se envuelve en papel secante y
posteriormente se colocan en bolsas de plastico. Finalmente, las muestras colectadas
se depositan en una hielera (con gel congelado), para su traslado y preservacion a los

sitios adecuados para el descortezamiento (locales frescos, oficinas o laboratorios).

La parte utilizada para el analisis es la corteza, ya que la concentracion del virus es
mayor en las células del floema; por lo tanto, los brotes se descortezan manualmente,
eliminando la madera. La corteza se divide con tijera en pequenos fragmentos de 2 a 4
mm?, que se colocan sobre toallas secantes o papel absorbente durante un periodo de
24-48 horas para su secado (en lugares sin corriente de aire para evitar mezclas entre
si), ya que si se envuelven inmediatamente, la humedad presente facilita el desarrollo
de hongos saprofitos. Posteriormente, la corteza se envuelve en su respectivo papel
secante, sellandola con cinta adhesiva, teniendo especial cuidado de anotar las claves

de las muestras por si se cambia de papel.
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Al cortar una muestra compuesta a otra se deberan desinfectar las tijeras con

hipoclorito de sodio o alcohol al 70%.
4.1.8. Datos de envio

Antes de enviar las muestras al laboratorio, se debe tener cuidado de anotar los
siguientes datos: a) Entidad; b) Distrito de Desarrollo Rural; ¢) Municipio; d) Nombre del
vivero o plantacion; e) Nombre y direccién del productor; f) Variedad o especie; g) Edad

de la plantacién; h) Sintomas observados; i) Fecha de muestreo.

4.1.9. Envio de muestras

Las muestras preparadas se colocan en cajas de carton o hieleras de unicel, que deben
remitirse directamente por el productor o a través de los Organismos Auxiliares de
Sanidad Vegetal, a mas tardar 48 horas después de colectadas, mediante mensajeria
rapida o en forma personal a laboratorios aprobados por la Direccién General de

Sanidad Vegetal en Diagnéstico Fitosanitario para el Virus Tristeza de los Citricos.

Para fines de diagnéstico, se preparan muestras compuestas a partir de cinco muestras
simples, considerando ésta como la que se obtiene de un arbol, con el fin de hacer mas

economico el analisis de laboratorio.
4.2. Primeras detecciones del VTC en México

En 1983 se detecté por primera vez, en el Estado de Tamaulipas, la presencia del virus
causante de la tristeza de los citricos (VTC) en tres variedades de citricos;
posteriormente se reporté otro brote en 1986, en el Estado de Veracruz, en 21
variedades. Ambos brotes se detectaron en lotes experimentales, los cuales fueron
erradicados en su oportunidad, con fundamento en la Ley de Sanidad Fitopecuaria de
los Estados Unidos Mexicanos y su Reglamento en Materia de Sanidad Vegetal

(An6énimo, 1974; Andénimo 1980). Debido a ello, la Direccion General de Sanidad
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Vegetal (DGSV) instrumenté el certificado libre de VTC, como requisito previo para la

movilizacion de material propagativo y planta de vivero dentro del territorio nacional.

El 10 de junio de 1992, la DGSV comunica a la Delegacién de la SAGARPA (antes
SARH) en el Estado de Veracruz, la detecciéon del VTC en el vivero “El Papayo”, la cual
a su vez lo hace del conocimiento de la “Asociacion Agricola Local de Viveristas de los
Municipios de Martinez de la Torre y Tlapacoyan, productores de citricos”,

instruyéndoles las medidas cuarentenarias y de erradicacion.

El 29 de junio se destruyeron 70,000 plantas del mencionado vivero; sin embargo, dicha
Asociacién promovi6 juicio de amparo ante el Juzgado Primero de Distrito en Xalapa,
Ver., contra la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos (hoy SAGARPA), a
pesar de lo cual se continué el muestreo. Siguieron otros procedimientos juridicos
postefiores, por lo que en febrero de 1993, la DGSV notifica a la Delegacién en
Veracruz, la cancelaciéon de la movilizacion de material vegetativo de los viveros del

estado y la suspensién del muestreo hasta que se concluyera el proceso juridico.

Durante el mes de agosto de 1992, se detectan positivos 18 arboles de una huerta del
Campo Experimental del Instituto Mexicano del Café (INMECAFE) en Tlapacoyan, 3
mas en la huerta denominada EX-FIRA, asi como en el Vivero “Précigo”, en Martinez de
la Torre, Ver., por lo que en septiembre y octubre de ese ano, se derribaron y
destruyeron los arboles infectados de la huerta de INMECAFE y de EX-FIRA. En

noviembre se diagnostica positivo el vivero “El Limoncito” en Martinez de la Torre.

En total, de julio a diciembre de 1992 se habian enviado 12,078 muestras al Laboratorio
de diagnéstico del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) de General Teran, N.L., procedentes del Campo Experimental del
INMECAFE, Huerta EX - FIRA y 60 viveros. Se eliminaron 70,024 plantas y qued6
pendiente la destruccion de plantas del Vivero “El Limoncito 2”. Para la atencion de esta
emergencia, el Gobierno Federal aporté6 al Comité Estatal de Sanidad Vegetal de

Veracruz, 700 miles de pesos.
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En general, de 1992 a 1993, se habian muestreado 207 viveros y tomado 17,618
muestras (Cuadro 1). En marzo de 1993 se detecta la presencia del VTC en 5 viveros:

El Jardin, Agua Nacida, Santa Consuelo 1, del Gobierno del Estado y Paso Saltillo.

Cuadro 1. Resultados del muestreo de VTC, en viveros del Estado de Veracruz, en

1992/1993.
Municipio Viveros Muestras Resultados al VTC (viveros)

muestreados Procesadas (+) (-)

Martinez de la Torre 41 10,651 5* 36
Tlapacoyan 84 5,066 8 ** 76
Tuxpan 30 1,229 1 29
Alamo 52 672 2 50
Total 207 17,618 16 191

* Incluye un lote experimental ** Incluye un lote demostrativo

A fin de contar con un marco legal que fundamentara las acciones contra el VTC, el 6
de junio de 1993, se publicé en el Diario Oficial de la Federacién la “Norma Oficial
Mexicana 001-SARH-1993 por la que se establece con caracter obligatorio el Plan de
Emergencia contra el Virus Tristeza de los Citricos”, mediante la cual se inicié la
Campairia Fitosanitaria, con el objeto de erradicar los brotes detectados en Veracruz,
evitar la diseminacion del patégeno en el pais y establecer medidas preventivas en los
demas estados productores de citricos, entre ellas, las acciones de cuarentena en las
localidades donde se detectaron brotes de VTC, para evitar la movilizacién de planta y
material vegetativo infectado. Para ello se establecieron 4 casetas fitosanitarias (Cerro
Azul, Poza Rica, Martinez de la Torre y Tlapacoyan) en el area afectada y a través de

ellas se regulé la movilizaciéon de material vegetativo hacia otras entidades citricolas.

Durante 1993 (de julio a diciembre), se eliminaron 483,900 plantas de los 6 viveros
pendientes y de 3 mas (Maricruz, La Guasima 2 y San Isidro) de 5 detectados durante
este periodo, quedando pendientes 299,000 plantas de otros 2 viveros (“El Cadillo” y
“Las Palmas”), las cuales fueron eliminadas en 1994. En total, de 1992 a 1994 se
eliminaron en el Estado de Veracruz aproximadamente 807,624 plantas infectadas de

14 viveros y 2 huertas.
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Paralelamente a la atencién de la problematica en Veracruz, la DGSV ejecutd un
muestreo y diagnéstico de material vegetal en 17 entidades citricolas del pais. En la
primera etapa (abril-mayo) se muestrearon: Yucatan, Tabasco, Quintana Roo,
Campeche, Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas, Sonora, Colima y Veracruz y en
una segunda fase (noviembre-diciembre) se muestrearon 7 entidades: Jalisco, Oaxaca,

Hidalgo, Guerrero, Chiapas, Michoacan y Puebla (cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados del muestreo en huertos en 17 entidades de México en 1993.

Regién Superficie (ha) Muestras procesadas
Peninsula de Yucatan 1,483 550
Golfo 1,779 1,687
Pacifico 3,416 2,009
Total 6,679 4,246

De este muestreo, se determinaron variantes asintomaticas de VTC en Jalisco
(Atotonilco), Michoacan (Apatzingan, Chiquihuitillo), Hidalgo (Orizatlan), Puebla (San
Jose Acateno), Oaxaca (Santa Rosa) y Chiapas (Ocozocuatla).

4.3. Resultados de la campana

4.3.1. Presupuesto

Para llevar a cabo las diversas acciones de la campana contra el VTC, la SAGARPA,
por conducto de la DGSV, destind recursos que se transfieren a los productores
organizados en las figuras establecidas en la Ley Federal de Sanidad Vegetal, que son
los Organismos Auxiliares de Sanidad Vegetal, quienes tienen a su cargo, la operacién
de la campana. Las aportaciones federales, en su caso, son complementadas con

recursos de los gobiernos de los estados y de los propios productores.

Del analisis de la distribucién del presupuesto (cuadro 3), se aprecia la constancia de
aportacion a los estados de Veracruz, Nuevo Ledn, Tamaulipas y Colima, en virtud de
que cuentan con las superficies citricolas mas importantes. En estados con poca

superficie se aprecian aportaciones altas, principalmente en los ultimos tres afios,
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debido a que son considerados como de alto riesgo o bien se estd fomentando Ia
producciéon de material certificado, como Campeche, Yucatan y Quintana Roo; o como

Baja California, debido a las altas detecciones de VTC, en proceso de erradicacion.

Por otra parte, se observa que desde 1999 se han destinado recursos a todos los
estados citricolas, independientemente de su superficie, ya que se estan realizando
acciones de muestreo, pretendiéndose que en 10 afios se haya cubierto la totalidad de
la superficie. Esto obedece a que a partir de 1999, se determiné que el muestreo se

lleve a cabo de manera sistematica en el 10% de la superficie cada ano.

Cuadro 3. Aportacion federal a la Campana contra el Virus de la Tristeza de los Citricos,
durante 1996-2000.

Estado Aportacion federal (miles de pesos)
1996 1997 1998 1999 2000 Total

Baja California 439.16 766.80 850.00| 2,055.96
Baja California Sur 108.50 144.10 213.00 465.60
Campeche 150.00 106.87 217.40 372.89 517.00( 1,364.16
Colima 150.00 287.00 276.01 209.59 162.42| 1,075.02
Chiapas 125.00 350.00 300.00 775.00
Guerrero 49.28 76.00 125.28
Hidalgo 125.00 113.41 181.42 419.83
Jalisco 150.00 300.00 480.00 420.00| 1,350.00
Michoacan 100.00 163.00 200.00 450.00 913.00
Morelos 60.00 100.00 167.00 197.00 250.00 774.00
Nayarit 350.00 350.00
Nuevo Leén 500.00 400.00 314.00 400.00 340.00| 1,954.00
Oaxaca 300.00 119.50 272.00 200.00 891.50
Puebla 140.00 150.00 376.00 666.00
Querétaro 58.28 58.28
Quintana Roo 300.00 270.00 689.30 564.00 900.00| 2,723.30
San Luis Potosi 8.00 297.98 350.54 387.15| 1,043.67
Sinaloa 100.00 200.00 350.00 650.00
Sonora 180.00 300.00 300.00 780.00
Tabasco 119.00 100.00 25.00 250.00 225.00 719.00
Tamaulipas 300.00 100.00 400.00 800.00| 1,600.00
Veracruz 550.00 800.00 279.18 400.00 392.50| 2,421.68
Yucatan 0 100.00 81.50 470.00 517.00| 1,168.50

Total 2,129.00| 2,821.87| 4,147.53| 6,639.61| 8,605.77| 24,343.78

Fuente: Direccion General de Sanidad Vegetal. Anexos Técnicos y addenda, del Programa de Sanidad
Vegetal de la Alianza para el Campo
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4.3.2. Muestreo

Durante 1992 y 1993 se realizaron muestreos en el estado de Veracruz (cuadro 1),
ademas de que en 1993 también se hicieron muestreos dirigidos a algunos estados en

los que se tenian sospechas de la presencia del VTC (cuadro 2).

De 1994 a 1999, el seguimiento a los muestreos realizados no fue suficiente, por lo que
no se tuvo la posibilidad de llevar a cabo una sistematizacion consistente de los
mismos, sobre todo porque las muestras obtenidas no fueron analizadas
secuencialmente al muestreo. Por ello, los datos de muestras obtenidas no son

coincidentes con los de muestras analizadas.

Cuadro 4. Muestras tomadas en diversas entidades de México, durante 1995/2000

Estado No. de muestras tomadas
1995 1996 1997 1998 1999 2000 Total

Baja California 51 2,020 1,088 1,236 4,395
Baja California Sur 1,500 718 2,218
Campeche 2,029 3,685 7,897 13,611
Colima 1,085 1,085
Chiapas 70 70
Guerrero 50 50
Hidalgo 2,023 1,347 3,370
Jalisco 565 404 969
Michoacan 10,000 4,014 14,014
Morelos 9 527 536
Nayarit 94 94
Nuevo Leoén 18,947 3,342 5,928 3,733 961 32,911
Oaxaca 1,723 18 331 2,072
Puebla 2,595 144 2,739
Querétaro
Quintana Roo 4,000 2,226 2,274 1,500 10,000
San Luis Potosi 838 1,462 3,033 5,333
Sinaloa 1,164 1,073 2,237
Sonora 1,590 323 1,913
Tabasco 2,280 1,020 612 3,912
Tamaulipas 957 957
Veracruz 45,508 19,367 1,320 90 66,285
Yucatan 1,292 1,417 2,709

Total 68,455 24,935| 10,533| 35,997 8,974| 22,586| 171,480

Fuente: Direccion General de Sanidad Vegetal.



En el cuadro anterior (cuadro 4) se especifican los afios en que fueron colectadas las
muestras, muchas de las cuales no se analizaron en ese mismo ano, e incluso se
desecharon sin que se hubiera llevado a cabo el diagnoéstico. Ello se debié en gran
parta a dos factores: a) la falta de presupuesto para el pago de los mismos; b) falta de
los laboratorios aprobados, como ocurrié en el afio de 1997 cuando fue suspendido el

Laboratorio de Diagnéstico del Campo Agricola Experimental de Cotaxtla, Ver.

En el cuadro 5 se especifican los afios en que se realizaron los analisis y se detectaron
muestras positivas, del universo indicado en el cuadro 4. De los casos positivos, no
todos fueron erradicados, debido principalmente a la falta de apoyo legal por parte de

las Delegaciones de la SAGARPA o porque no fue posible ubicar los arboles.

Cuadro 5. Muestras detectadas como positivas al VTC durante 1995/2000.

Estado No. de muestras positivas
1995 1996 1997 1998 1999 2000 Total

Baja California 2 124 126
Campeche 19 19
Michoacan 8 8
Morelos 1 1
Nuevo Leén 47 7 12 66
Quintana Roo 8 10 20 38
Tabasco ' 3 3
Veracruz 14 423 437
Yucatan 25 25

Total 69 0 445 124 0 85 723

Fuente: Direccion General de Sanidad Vegetal.

Se observa como desde 1998 se generalizd el muestreo en toda la republica,
pretendiéndose que en el mediano plazo se llegue a muestrear la totalidad de la

superficie citricola en México.
Por otra parte, a partir de 1999, la DGSV ha determinado como lineamiento general,

que los andlisis se hagan a muestras compuestas integradas por cinco muestras

simples, considerando como muestra simple la que se obtiene de un arbol en particular.
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4.3.3. Capacitacion

Esta es una actividad muy importante, ya que se dan a conocer diversos aspectos de la
campana, impartiéndose platicas a productores, asi como cursos a técnicos. En 1998
se llevaron a cabo 100 cursos y 55 platicas; en 1999 fueron 41 cursos y en 2000 se han

impartido 35 cursos.

4.3.4.Monitoreo del vector

Esta acciéon tiene como objetivo detectar la presencia del Pulgon café Toxoptera
citricida, el vector mas eficiente para transmitir el VTC. En 1998 se revisaron 50,522
arboles, principalmente en la Peninsula de Yucatan; en 1999 se revisaron 18,998, de
los cuales la mitad correspondié a Quintana Roo; ello ha obedecido a que esta region

de la peninsula es el lugar de mayor riesgo para la introduccién del vector.

En el ano 2000, con base en los resultados de monitoreos, muestreos y diagnoésticos
fitosanitarios realizados por la SAGARPA, se han detectado brotes positivos del pulgén

café en algunas zonas marginales de los estados de Yucatan y Quintana Roo.

4.3.5. Divulgacion

Es importante lograr una mayor participacion de las organizaciones de productores y de
viveristas para integrar Comités Regionales y Juntas Locales de Sanidad Vegetal, con
lo cual es posible realizar acciones preventivas en regiones libres de la enfermedad y
ademas llevar a cabo funciones de vigilancia fitosanitaria para evitar la introduccion de
materiales que signifiquen riesgos graves para el establecimiento y dispersion del

patdégeno.
Lo anterior se logra a través de una campafa de divulgacion ante los productores y
publico en genera. Durante 1998 se distribuyeron 32,961 impresos, en 1999 11,826 y

en el afno 2000 fueron 15,000.
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4.4. Propuestas de continuidad de la campana

En este punto, se enumeran una serie de acciones apropiadas para hacer frente a una

situacion de verdadera emergencia
4.4.1 Organizacion de un Comité Nacional

Este debe integrarse a base de un grupo selecto de individuos, representantes de
productores, viveristas, empacadores, procesadores, investigadores, funcionarios del
Gobierno Federal y Estatal a fin de elaborar propuestas de resolucion dirigidas a los
mas altos niveles gubernamentales para obtener apoyo politico y econédmico. El Comité
debe supervisar, dirigir, darle seguimiento y evaluar la campafa contra la tristeza y

otras enfermedades virosas.
4.4.2. Contratacion y entrenamiento de personal

Este aspecto es de suma importancia para desarrollar acciones de gran trascendencia
como lo son la prospeccién de las diversas regiones citricolas, la seleccion e indexacion
de materiales parentales, la indexacién de huertas y viveros comerciales, la operacioén
una estacion cuarentenaria a base de cultivo de tejidos, la erradicaciéon de arboles
infectados, el monitoreo de insectos vectores, la investigacion, la transferencia

tecnologica y la capacitacion de productores y viveristas, entre otros.

Por ello, se recomienda el entrenamiento y fogueo de técnicos y cientificos mexicanos
en diversas partes del mundo sobre los siguientes tépicos: a) Erradicacién de tristeza
en Israel, Espafia, California y Venezuela; b) Estacién cuarentenaria a base de cultivo
de tejidos en Esparia; c) Manejo de viveros comerciales en California, Florida y Espaiia;
d) Programas de registro y certificaciéon de citricos, en California, Espafia, Venezuela y
Florida; e) Participacién en las reuniones trianuales de la Organizacién Internacional de
Virélogos de los Citricos (OIVC); f) Infraestructura necesaria para trabajos de deteccion,

investigacién y reglamentaciéon en California, Espana, Israel, Florida y Venezuela
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4.4.3. Fomento de la investigacion

Entre las necesidades de investigacion, para tratar de contener la amenaza del VTC y
otras enfermedades virosas, tenemos las siguientes: a) comportamiento de patrones
tolerantes o resistentes bajo diferentes condiciones; b) requerimientos de temperatura
para expresion de sintomas del VTC sobre limén mexicano; c) modificaciones de
invernaderos y abrigos de mallas para lograr una mejor expresién de sintomas sobre
diferentes plantas indicadoras; d) mejoramiento de técnicas para la eliminacién de virus
aplicando técnicas de termoterapia y de biotecnologia; e) técnicas serolégicas para la
deteccion de tristeza y de otras enfermedades virosas; f) control biolégico de los

insectos vectores y determinacion del grado de transmisidn por cada especie.

4.4.4. Deteccion de razas de tristeza

Los métodos de deteccién de razas del VTC y otras enfermedades virosas, consisten
en muy ligeras adaptaciones de las técnicas de indexacion a base de plantas

indicadoras, o de la técnica serologica ELISA.

Un programa de indexacion requiere una serie de facilidades: debe establecerse en
alguna localidad como Xalapa, Ver., aislada de areas citricolas compactas, donde el
numero de dias frios y calientes en el ano sea el minimo posible, con lo cual se reducen
los gastos de operacién al disminuir las necesidades de calentamiento y ventilaciéon de

los invernaderos.

Sobre el particular, es conveniente aprovechar la reciente experiencia venezolana, la
cual a su vez integra tecnologias previamente desarrolladas en otros paises
(Monteverde, et al, 1984). De cada arbol sometido a prueba, se obtienen 3 varetas al
azar a fin de injertar 2 yemas de cada una para la inoculacién de otras tantas plantas de
limén mexicano, utilizadas como planta indicadora, de aproximadamente 6 meses de
edad. Por cada prueba se tiene una planta testigo sin inocular; las plantas de limén
mexicano se podan a una altura de 20 cm inmediatamente después de haberse

injertado.
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Las plantas inoculadas se someten a revisiones semanales para determinar el tiempo
de aparicion de los sintomas después de la inoculacion, la intensidad y la naturaleza de
los mismos. Los tiempos minimo y maximo para la aparicion de sintomas fue de 29 y 97
dias respectivamente. A medida que aumenta el grado de intensidad, el tiempo de

aparicion es menor y viceversa (McClean, 1963; Monteverde, et al, 1984).

De 126 arboles sometidos a la prueba, de acuerdo a la metodologia indicada en los dos

parrafos anteriores, se elabord una clasificacién tentativa en 4 grupos:

Grupo 1.- 28 arboles sin sintomas, libres de tristeza
Grupo 2.- 70 arboles Sintomas severos, 29-60 dias después de la inoculacion
Grupo 3.- 8 arboles Sintomas moderados, 61-70 dias después de la inoculacion

Grupo 4.- 20 arboles Sintomas benignos, 71-97 dias después de la inoculacién

El grupo 4 resulta interesante, ya que eventualmente puede aprovecharse en trabajos
de preinmunizacién para proteger arboles contra razas mas severas del VTC. En cuanto

a la manifestacién de sintomas sobre el imén mexicano, se encontré lo siguiente:

- Aclaramiento de nervaduras.- Se detecta en areas muy pequefias, aunque puede
presentarse en forma generalizada a lo largo de las nervaduras. Esta sintomatologia
se asocia siempre con la presencia de VTC; 84 pruebas resultaron positivas.

- Clorosis y acucharamiento de hojas tiernas.- Las hojitas brotan amarillas y se acopan
hacia el haz de su lamina foliar; en 48 pruebas se obtuvieron dichos sintomas.

- Acucharamiento de hojas maduras.- Este sintoma se present6é en 51 de las pruebas
y consiste en la desaparicion de la clorosis, pero persistiendo una especie de
enrollamiento longitudinal hacia el haz.

- Clorosis de hojas maduras.- Las hojas adquieren un color amarillo verdoso en toda
su superficie, conservando las nervaduras secundarias su color verde normal, dando
la apariencia de deficiencias nutricionales. Aparecio en 50 de las pruebas realizadas.

- Acorchamiento de las nervaduras.- Consiste en un engrosamiento corchoso de las

nervaduras por el lado del envés, ocasionando una reduccién severa del crecimiento
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de las plantulas. Este sintoma coincide con el que produce la deficiencia de boro,
solo 4 pruebas resultaron con esta sintomatologia.

- Reduccion del crecimiento.- Al comparar con las plantulas testigo de cada prueba, 76
presentaron reducciones de crecimiento, que varian de muy suaves a muy severas.

- Epinastia.- La lamina de la hoja se dobla hacia su enveés, lo cual se acentta por

reduccion de crecimiento y acorchamiento o engrosamiento de nervaduras.

La presencia de los sintomas antes descritos sobre plantulas de limén mexicano, indica
que el complejo viral de la tristeza esta presente en una region productora. Cada
sintoma puede aparecer sobre la planta indicadora, con un grado de Intensidad que

oscila del suave (inocuo) al muy severo, pasando desde luego por formas moderadas.

Un trabajo de esta naturaleza en nuestro pais, debe avalarse bajo condiciones muy
definidas en cuanto a los requerimientos de temperatura y de sustrato, para evitar al
maximo el enmascaramiento de sintomas; ademas, debido a que algunas razas son
altamente especificas para ciertas hospederas, su severidad debe determinarse sobre
la propia hospedera. Por ejemplo, las razas que causan Stem-Pitting severo en toronja,
no ocasionan declinamiento sobre arboles injertados sobre naranjo agrio, o bien una
reaccion a Seedling yellows en plantulas de naranjo agrio, limén o toronja indica la
presencia de una raza severa, pero no necesariamente esta asociada con Stem-Pitting
(Garnsey, 1991).

Respecto a la aplicacion de métodos seroldgicos para la deteccion de diferentes razas
del VTC, es conveniente reconocer sus avances y sus limitaciones, puesto que todos se
han desarrollado durante los afios mas recientes. Hasta 1976, las pruebas
inmunoenzimaticas se utilizaban Gnicamente en patologia clinica y serologia animal. El
primer estudio preliminar sobre la aplicaciéon del método Elisa (Enzime-Linked
Inmunoabsorbent Assay), se publicé precisamente en ese afno (Voller, et al, 1976
mencionado por Cambra, et al, 1979). A partir de entonces y mas bien durante la Gltima
década, las adaptaciones y modificaciones de dicha técnica se aplican en la deteccion

rapida, precisa y confiable del VTC.
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Las pruebas con antisueros policlonales y la mayoria de los antisueros monoclonales,
revelan si un arbol esta infectado pero no indican la severidad de la raza. El uso de
anticuerpos monoclonales (MCA) puede ser muy especifico para diagnosticar
determinadas razas o pequenos grupos de razas del VTC. En tales casos, una mezcla
de varios MCA puede ser util para detectar todas las razas del virus, lo cual seria un
gran auxiliar en programas de registro y certificacion donde la identificacién del virus no

es importante puesto que todas las plantas infectadas se eliminan (Anénimo, 1991).

Recientemente se desarroll6 un anticuerpo monoclonal, el MCA 13, para distinguir
razas severas de razas benignas de VTC en Florida. Dicho anticuerpo es muy util para
la eliminacién de fuentes donadoras de material vegetativo infectadas de razas severas
de VTC (Garnsey, 1991). En otros trabajos, también se reporta la aplicacion de la
técnica ELISA a base de anticuerpos policlonales para la deteccién de todas las razas
de tristeza, y de anticuerpos monoclonales (AB) para detectar especificamente razas
severas de tristeza (Lastra, ef al, 1991).

En la infinita busqueda de mejores y mas rapidos métodos para la deteccién de virus y.
organismos similares de las plantas, se investigan en la actualidad técnicas tales como
la del RNA de doble filamento (ds RNA) y su complementario DNA (c DNA).

4.4.5. Organizacion de un programa de registro y certificacion

En el manejo integrado de las enfermedades virosas, destacan los métodos preventivos
por ser los mas eficaces y econdmicos, como un programa de registro y certificacion, el

cual consiste fundamentalmente en los siguientes pasos y en ese orden:

- Seleccién de arboles superiores adaptados y fieles a sus caracteristicas varietales.
- Indexacioén para la deteccion de enfermedades virosas.

- Primera multiplicacién en invernadero o en abrigo de mallas.

- Eliminacion de virus contaminantes mediante termoterapia y microinjerto.

- Indexacion del material para verificar que esté libre de virus.
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- Establecimiento de bancos de germoplasma, lotes fundacion, huertas madre y
reserva, los cuales se protegen con mallas antipulgones.

- Mantenimiento de los bancos de germoplasma y verificacidn constante de su sanidad
y apego a las caracteristicas varietales.

- Registro de los arboles candidatos.

- Liberacion del material registrado a los viveristas.

- Establecimiento de lotes de multiplicacién de yemas, que pueden estar a cargo de
instituciones o de viveristas, siempre bajo la supervisién de personal autorizado.

- Liberacion de yemas registradas a viveristas, para la produccion de arbolitos
certificados. La certificacion requiere una estrecha supervisién para que el viverista
realice cada operacioén oportunamente, con las tecnologias mas avanzadas y con los

materiales mas sanos y apegados a sus caracteristicas varietales.

La produccién de material certificado debe complementarse con el uso de los llamados
patrones tolerantes, a fin de formar arboles con combinaciones injerto/patron capaces

de convivir con la tristeza y otras enfermedades virosas sin sufrir grandes darfios.

En otro capitulo se describen las caracteristicas especificas de un programa de

certificacion.

4.4.6. Establecimiento de una estacion cuarentenaria basandose en cultivo de

tejidos

Una revision sobre el estado de las‘enfermedades virosas de los citricos en varios
paises, indica que un alto porcentaje de las selecciones tradicionales estan infectadas
con uno o mas patégenos, incluyendo tristeza, psorosis, concave gum, exocortis,
xiloporosis, vein enation, enfermedades ampliamente distribuidas; mientras que
Stubborn, Greening e Infectious Variegation son comunes en ciertas areas pero son
raras o ausentes en el resto de las regiones productoras (Roistacher, 1977). El alto
grado de infectividad de dichas enfermedades, asi como la introduccién legal o

clandestina de material vegetativo valioso de un pais a otro o de una regién a otra;
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representan riesgos que podrian ser catastréficos para la citricultura de un pais. La
razén primordial de un programa cuarentenario consiste en restringir la introduccién de

plagas y enfermedades a un pais o regién donde no existen.

La necesidad de reforzar y operar estrictamente un sistema cuarentenario es evidente,
puesto que la mayor parte de las enfermedades virosas tienen la capacidad de
establecerse, dispersarse y mutar hacia formas mas destructivas; sin embargo, el deseo
legitimo de obtener las mejores especies y variedades para fines de produccion e
investigaciéon, debe reconocerse como potencial de riqueza. Entre estos polos, se
justifica el establecimiento de una estacion cuarentenaria para asegurar la importacion

o movilizacion de material vegetativo superior.

Los procedimientos utilizados en la estacion cuarentenaria a base de cultivo de tejidos

en Espaiia (Navarro et al, 1975, Navarro et al, 1984), son los siguientes:

- Introduccién de varetas.- Se debe disponer de la historia y descripcidén de los arboles
donadores, incluyendo datos tales como localidad, edad, patrén, anormalidades y
resultados de cualesquier indexacién previa, presencia de enfermedades bacterianas
o fungosas de origen desconocido. Las varetas y yemas se lavan con agua y
detergente, y cuando sea necesario, se tratan con un plaguicida adecuado,

empacandose de manera preferente en bolsas de polietileno transparentes.

- Inspeccion preliminar.- Al llegar al laboratorio, las varetas se inspeccionan sin abrir
las bolsas de plastico; en caso de observar anormalidades, altas contaminaciones o

infestaciones, el paquete debe destruirse en la autoclave o en el horno crematorio.

- Desinfecciéon de varetas.- Inmediatamente después de sacar las varetas de la bolsa,
se desinfectan mediante inmersiéon por 20 min, en una solucién de hipoclorito de
sodio al 2%, con 0.1% de tween 20, o cualesquier otro agente humectante y luego se
enjuagan tres veces en agua destilada. Tanto el paquete como las soluciones

desinfectantes se desechan después de esterilizarlas en la autoclave.
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Cultivo de yemas in vitro.- El medio de cultivo consiste en una solucién de sales de
murashige y skoog, distribuida en alicuotas de 20 ml por cada tubo de ensayo de 38
x 200 mm que contiene una arena muy fina como substrato, mismo que se esteriliza
en autoclave a 121°C por 15 min. En cada tubo se coloca una vareta con 4-6 yemas
hacia arriba, con la base inserta en la arena, conservandose en una incubadora a
32°C de temperatura constante y se exponen durante 16 hrs diarias a una
iluminacién de 10,000 lux. Después de 10 dias, mas del 80% de las yemas producen

brotaciones ramificadas.

Desinfeccion de brotes.- Los brotes producidos in vitro, se cortan de las varetas bajo
condiciones asépticas mediante el auxilio de unas tenazas. Después se desinfectan
sumergiéndolos en una solucion de hipoclorito de sodio al 0.5% con un 0.1% de
agente humectante durante 5 min, luego se enjuagan 3 veces en agua destilada

esterilizada. Las varetas de cultivo originales se destruyen en autoclave.

Corte de apices caulinares.- Los apices conteniendo al meristemo apical y 3
primordios foliares, de 0.1 a 0.2 mm de longitud, se separan del punto terminal de
crecimiento siguiendo el procedimiento estandar del microinjerto; si existe suficiente
material, es posible utilizar apices ain mas pequefos. También se pueden utilizar las

yemas auxiliares de los brotes. Los tejidos sobrantes se destruyen inmediatamente.

Microinjerto in vitro.- Los apices caulinares removidos, se injertan in vitro usando el
patron mas apropiado para cada especie. Las plantitas injertadas se conservan por lo
menos 60 dias en cultivo, antes de transplantar al suelo, para permitir el posible
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