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DETECCION DE TRISTEZA, HUANGLONGBING, XILOPOROSIS Y EXOCORTIS EN
HUERTOS CITRICOLAS DE LA ZONA NORTE DE VERACRUZ, MEXICO
Emanuel Ovando Barroso, M. en C.

Colegio de Posgraduados, 2018

RESUMEN

Los citricos son los frutales mas importantes en el mundo, México es el cuarto
productor mundial y Veracruz es el principal estado citricola. En plantaciones
comerciales de citricos de los municipios del norte de Veracruz se han observado
arboles con decaimiento, brotes amarillos, hojas y frutos pequefios, ademas de
descortezamiento y agrietamiento de tronco y ramas, sintomas que se han asociado a
Citrus tristeza virus (CTV), Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), Citrus exocortis
viroid - citrus (CEVd — cit) y Hop stunt viroid — citrus, (HpSVd — cit). Con base en ello se
planteé la presente investigacion con el objetivo de determinar la presencia y
distribucién de Citrus tristeza virus, Candidatus Liberibacter asiaticus, Citrus exocortis
viroid - citrus y Hop stunt viroid — citrus, en arboles de naranjo, mandarina, lima persa y
pomelo en seis municipios del norte de Veracruz. Se realiz6 extraccion de ARN y DNA
con el método Dellaporta (1983) con modificaciones. La deteccion de CLas se realizd
por PCR con los iniciadores OI-1y OI-2C y RT PCR para CTV, CEVd - city HpSVd - cit
utilizando CPK-F / CPK-R, CVd-II-H/CVD-II-C y CEVd 1/CEVd 2 respectivamente. La
incidencia mas alta la presenté HpSVd - cit (83.4%), seguido de CTV (67.6 %), CEVd -
cit (21.5 %) y CLas (9.8 %). Los municipios con mayor incidencia de CTV fueron Alamo
y Papantla (100 %), seguido de Castillo (94.4 %) y Cazones (80.9 %). CLas se

encontré en Cazones con una incidencia de 23.8 %. Por otro lado para HpSVd - cit
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Castillo y Cazones fueron los de mayor incidenica (100 %) y para CEVd - cit fue Alamo
(53.3 %). Naranja Valencia fue la especie con mayor frecuencia de plantas muertas con
13.7 %y 20 3 % en comparacion con madarina Fairchild y “Tuxpefa”.

Palabras clave: Citricos, PCR, CTV, CLas, CEVd - cit, HpSVd - cit.



DETECTION OF TRISTEZA, HUANGLONGBING, XILOPOROSIS AND EXOCORTIS
IN CITRUS ORCHARS IN THE NORTHERN ZONE OF VERACRUZ, MEXICO
Emanuel Ovando Barroso, M. en C.

Colegio de Posgraduados, 2018

ABSTRACT

Citrus fruits are the most important fruits in the world; Mexico is the fourth greatest
producer worldwide and Veracruz is the main citrus producer state in the country. In
commercial citrus plantations in the municipalities of northern Veracruz have been
observed trees showing wilting, yellow budding, small fruits and leaves, and de-barking
and splitting of trunks and branches. These symptoms have been associated with Citrus
tristeza virus (CTV), Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), Citrus exocortis viroid -
citrus (CEVd - cit), and Hop stunt viroid — citrus , (HpSVd — cit). Based on this, the
present research work was proposed with the objective of determining the presence and
spread of Citrus tristeza virus, Candidatus Liberibacter asiaticus, Citrus exocortis viroid
— citrus, and Hop stunt viroid— citrus in orange, mandarin orange, Persian lime, and
grapefruit trees in six municipalities in northern Veracruz. RNA and DNA extractions
were done using the Dellaporta (1983) method with modifications. The detection of
CLas was done through PCR with initiators OI-1 and OI-2C, RT PCR for CTV, CEVd -
cit and HpSVd - cit using CPK-F / CPK-R, CVd-II-H/CVD-II-C, and CEVd 1/CEVd 2,
respectively. The highest incidence was found in HpSVd - cit (83.4%), followed by CTV
(67.6 %), CEVd - cit (21.5 %), and CLas (9.8 %). The municipalities with the highest
incidence of CTV were Alamo and Papantla (100 %), followed by Castillo (94.4 %) and

Cazones (80.9 %), for CLas it was Cazones (23.8 %). In the case of HpSVd — cit,
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Castillo and Cazones had the greatest frequency (100 %), while for CEVd - cit it was
Alamo (53.3 %). Naranjo Valencia was the species with the highest frequency of dead
plants, with 13. 7 % and 20.3 %, compared with Fairchild mandarin orange and
“Tuxpena”.

Key words: Citrus fruits, PCR, CTV, ClLas, CEVd - cit, HpSvd - cit.
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INTRODUCCION

Los citricos forman parte de los frutales mas importantes a escala mundial, con
cosechada 5,044,110 de hectareas y 90.534 millones de toneladas cosechadas.
México es el cuarto productor precedido de India, Brasil y China (FAO, 2016). Veracruz
es el principal estado citricola en México con 230,543 ha, las principales especies
cultivadas son naranjo Valencia (Citrus sinensis) (165,323 ha), lima persa (C. latifolia)
(45,384 ha), mandarina Dancy (C. reticulata) (8,456 ha), pomelo (C.paradisi) (7,465
ha), naranjo agrio (C. aurantium) (1,578 ha) (SIAP, 2017).

Los citricos en México son afectados por enfermedades de importancia cuarentenaria
como: Tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus, CTV), psorosis (Citrus psorosis
virus, CPsV), leprosis (Citrus leprosis virus, CiLV), Huanglongbing (HLB) (Candidatus
Liberibacter asiaticus, CLas), Clorosis variegada de los citricos (CVC) (Xylella fastidiosa
subsp. Pauca), cancro (Xanthomonas citri subsp. Citri), cachexia (Hop stunt viroid —
citrus, HSVd - cit), exocortis (Citrus exocortis viroid - citrus, CEVd - cit) (Rivas-Valencia,
2010; Truijillo, 2010, Alvarado et al., 2000, Timmer et al., 2000)

La tristeza de los citricos causada por CTV, es considerada la enfermedad mas
devastadora (Moreno et al., 2008) debido a que ha causado la muerte de 100 millones
de arboles a nivel mundial (Lee y Bar-Joseph 2000) en arboles injertados sobre naranjo
agrio (Citrus aurantium L.). El primer reporte de la presencia de tristeza de los citricos
en México fue en el estado de Tamaulipas en 1983 (SENASICA, 2016), de acuerdo al
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) se
encuentra distribuido en todas las zonas productoras de citricos de Meéxico. Los

principales vectores son Toxoptera citricida y Aphis gossypii (Karasev, 1995), ademas



se puede transmitir por material vegetal y herramientas contaminadas (Dawson et al.,
2015).

El Huanglongbing es otra de las enfermedades importantes en citricos, esta asociado a
la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus la cual se transmite de manera
semipersistente por Diaphorina citri (Bové, 2006), por material vegetal y herramientas
contaminadas (Vuuren, 1993). Se estima que ha ocasionado la muerte de més de 63
millones de arboles, principalmente en Asia y Sudamérica (Bove, 2006). La enfermedad
fue detectada por primera vez en México en 2009 en arboles de lima persa en Tizimin,
Yucatan (Trujillo, 2010), actualmente se encuentra presente en los 24 estados
productores de citricos (SENASICA, 2018).

Otras enfermedades presentes en citricos son causadas por viroides, los cuales estan
compuestos por RNA de cadena simple que no codifica proteinas y con replicacion
autébnoma en su hospedante (Eiras et al., 2009). Los de mayor importancia son
cachexia y exocortis. La exocortis de los citricos, es causada por CEVd, descrita por
primera vez por Fawcett y Klotz en 1948 en naranjo trifoliada (Poncirus trifoliata), su
RNA tiene de 370-372 pb (Semanick y Weathers, 1972), y es transmitido por material
propagativo y herramientas infectadas (Muller, 2004). La cachexia est4 asociada a
HpSVd - cit, fue descrita por primera vez en Palestina (Reichery y Perlberger, 1934)
ocasionando picado de tallo en Citrus limettioides (Mduller, 2005), este viroide fue
incluido en el grupo CVd-Il y posee un genoma RNA con 300 pb, (Duran-Vila et al.,
1986).

En algunas huertas de citricos de los municipios del norte de Veracruz se han

observado plantas con decaimiento, brotes amarillos, hojas y frutos pequefios, e



incluso muerte de arboles. Los productores y técnicos han asociado los sintomas al
HLB, sin embargo, no existen evidencias que determinen el o los agentes causales que
se encuentran asociados a estos sintomas. Ademas, en algunas plantaciones se ha
observado descortezamiento y agrietamiento de tronco y ramas, sintomas que los
productores atribuyen a Phytophthora spp, debido a la presencia de goma. Con base
en ello se plante6 en esta investigacion, determinar la presencia y distribucién de Citrus
tristeza virus, Candidatus Liberibacter asiaticus, Citrus exocortis viroid - citrus y Hop
stunt viroid — citrus, en arboles de naranjo, mandarina, lima persa y pomelo en seis

municipios del norte de Veracruz.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia y distribucion de Citrus tristeza virus, Candidatus
Liberibacter asiaticus, Citrus exocortis viroid — citrus y Hop stunt viroid — citrus en

plantaciones citricolas de seis municipios del estado de Veracruz.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la incidencia de Citrus tristeza virus, Candidatus Liberibacter
asiaticus, Hop stunt viroid - citrus y Citrus exocortis viroid — citrus en
plantaciones de naranjo, mandarina, lima persa y pomelo de los municipios de

Alamo, Castillo, Cazones, Tihuatlan, Tuxpan y Papantla, Ver.

Evaluar la incidencia de plantas muertas y sintomaticas en una huerta de

naranjo, mandarina Farchild y Tuxpefia en la Concepcion, Tihuatlan, Veracruz.



HIPOTESIS

e Citrus tristeza virus, Candidatus Liberibacter asiaticus, Citrus exocortis viroid —
citrus y Hop stunt viroid - citrus se encuentran presentes en plantaciones

citricolas de Alamo, Castillo, Cazones, Tihuatlan, Tuxpan y Papantla.



REVISION DE LITERATURA

Patbégenos de los citricos

De acuerdo con Duran-Vila y Moreno (2000) los principales fitopatégenos en citricos
son: Citrus tristeza virus (CTV), Citrus leprosis virus (CiLV), Citrus psorosis virus
(CPsV), Candidatus Liberibacter spp, Xylella fastidiosa, Xanthomonas axonopodis pv.
Citri, Spiroplasma citri, Hop stunt vioid (HpSVd - cit) y Citrus exocortis viroid - citrus

(CEVd - cit).

Tristeza de los citricos

Esta enfermedad es considerada la mas devastadora de los citricos, (Roistacher,
2004), en la década de los 30°s provocd la muerte de 18 millones de arboles en
Argentina, 10 millones en Brasil (1937), En Espafia el primer brote de la enfermedad de
esta enfermedad se registré en 1957 en la Comunidad Valenciana Espafia, provocando
la muerte de 40 millones de arboles de naranjo y mandarina injertados sobre
portainjertos de naranjo agrio.y en Venezuela durante la década de 1980 se tuvo la

muerte de 16 millones (Rocha-Pefa, 1995).

Agente causal

La tristeza de los citricos es causada por Citrus tristeza virus (familia Closteroviridae),
gue contiene virus con genoma mono, bi y tripartita de RNA monocatenario de sentido
positivo (Agranovsky, 1996). Los viriones son flexuosos (2.000 nm x 10-12 nm)
encapsulados por dos proteinas de la capside: la mayor (CP), cubre aproximadamente
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97 % del virién, y la menor (CPm), cubre los 5 a 630 nucleétidos terminales
(Satyanarayana, 2004). El genoma de 19.3 Kb se divide en doce marcos de lectura
abiertos (ORF) que pueden codificar al menos 12 proteinas y dos regiones terminales

no traducidos (NTR) en los extremos 5’ y 3’ (Karasev, 1995).

Antecedentes

El CTV probablemente se origind en China y debido al movimiento de material vegetal
infectado se disemind a China a Japon, Filipinas, Australia y Sudafrica (Roistacher,
2004). Las epidemias causadas por Phytophthora spp. han estado estrechamente
relacionadas a las de CTV ocasionado por la utilizacion de naranjo agrio como
portainjerto. Los primeros paises en utilizar este portainjerto por ser tolerante a
Phytophthora spp fueron Australia y Sudafrica en los afios de 1870 y 1895
respectivamente (Roistacher, 2004). Por lo anterior estos paises fueron los primeros en
presentar declinamiento repentino de arboles provocados por CTV (Fraser y Broadbent,
1979). La primera problemética con este virus en América se presentd en Argentina en
1930 y posteriormente en Brasil en 1937 donde la superficie establecida estaba
plantada con naranjo agrio, provocando la muerte de millones de arboles (Roistacher,
2004). Wallace et al., (1956) mencionan que existen registros de la exportacion de
1,400 plantas de naranjo de Sudéfrica a Argentina en el afio de 1937, las cuales
probablemente estaban infectadas con CTV y fueron las responsables de diseminarlo.
Roistacher (2004) menciona que se reportaron epidemias de la enfermedad en Estados
Unidos en 1951, Venezuela en 1980 y que a finales de la década de 1990 fue

observada por primera vez en Costa Rica, el Salvador y Panama. La pérdida de la



industria de naranja Washington Navel en California fue resultado directo de la
importacion de plantas infectadas con variantes severas de CTV provenientes de Japén

(Roistacher, 2004).

Distribucion en México

Citrus tristeza virus se encuentra distribuido en todos los paises citricolas del mundo
(Fu, 2016). En México el primer reporte de CTV fue en 1983 en Tamaulipas y en 1986
en Veracruz (SAGARPA, 2001). De acuerdo con SENASICA (2014), se encuentra
distribuido en todas las zonas citricolas del pais. Sin embargo, a pesar de la
erradicacion de los focos iniciales, la enfermedad ha seguido extendiéndose (Rivas-
Valencia et al., 2010). Los aislados de CTV prevalentes en Yucatan han sido del tipo
moderado (Rivas-Valencia et al.,, 2010), mientras que se han detectado aislados
severos en Nuevo Ledn, Colima, Baja California, Veracruz y Tamaulipas (Herrera-

Isidrén et al., 2009).

Transmision

Este virus es transmitido por propagacion vegetativa, mecanica y por diversas especies
de afidos de forma semipersistente (Dawson et al., 2015). El uso de material
propagativo infectado es importante en la diseminacion de la enfermedad hacia nuevas
areas, mientras la transmision mecanica e insectos vectores es de relevancia en su
dispersiéon de manera local. El vector mas eficiente es Toxoptera citricida, el cual se ha
reportado en Asia, Australia, Africa, América Central y América del Sur (Rocha-Pefia et

al.,, 1995), seguido de Aphis gossypii (Marroquin et al., 2004). En estudios de



transmision comparativa de varios aislados de CTV se encontré que T. citricida puede
transmitir al virus de 6 a 25 veces con mayor eficiencia (Yokomi et al., 1994).

Varios factores influyen en la transmisién de CTV en una plantacion: Las especies de
afidos vectoras (Cambra et al.,, 2000), condiciones ambientales (Bar-Joseph y
Loebenstein, 1973), susceptibilidad de las variedades de citricos (Marroquin et al.,
2004) y patogenicidad de los aislamientos predominantes del virus (Bar-Joseph et al.,

1989;).

Hospedantes y sintomas

La mayoria de las especies de citricos y algunas pertenecientes a otros géneros de la
familia Rutaceae, y de los géneros Aeglopsis, Afraegle y Pamburus son susceptibles a
ser infectadas por el virus (McClean, 1960). Las Unicas plantas hospedantes no
rutdceas son Passiflora gracilis. (Muller et al., 1974) y P. caeurela (Roistacher y Bar-
Joseph, 1987).

La expresion de los sintomas varia conforme a las especies hospedantes en la copa,
portainjerto y con la severidad del aislado del virus (Walter et al., 2005). En cultivares
de pomelo, naranjo y limas se visualizan picado del tallo cuando se desprende la
corteza (Garnsey et al., 1996). La fruta en los arboles infectados reduce su tamafio y
calidad (Sharia, 2004), presenta albedo espeso, acidez elevada y bajo contenido de
jugo; estos sintomas son observados en especies de citricos mas susceptibles, como la
naranja, lima mexicana (C. aurantiifolia), lima Tahiti y pomelo los arboles afectados
reducen su vigor (Walter et al., 2005), en algunos casos la raiz se vuelve fragil y se

rompe facilmente (Sharia, 2004. Por otra parte, sintomas severos de CTV se han



registrado en areas como Estados Unidos, Sudéfrica, Brasil, Espafia, India, China y

otros paises del este (Bar- Joseph, 1989).

Diagnostico

El diagnostico de la enfermedad se ha realizado mediante plantas indicadoras,
principalmente lima mexicana o plantulas de C. macrophylla (Roistacher, 1991).
Después de la purificacion del CTV, se produjeron diferentes antisueros y anticuerpos
monoclonales para la cubierta proteica permitiendo la deteccion de CTV por
procedimientos inmunoenzimaticos, (Nikolaeva et al., 1998). Posteriormente con
técnicas seroldgicas como ELISA las investigaciones se expandieron a areas como la
epidemiologia, al movimiento del virus o caracterizacion de aislamientos (Gottwald et
al., 2002). Después de la secuenciacion completa de nucleétidos del CTV fue posible
realizar hibridacion de sondas de cDNA o cRNA (Barbarossa y Savino, 2006) asi como

la amplificacion de segmentos conservados mediante RT-PCR (Olmos et al., 1999).

Huanglongbing

El huanglongbing es considerada una de las enfermedades méas devastadoras
(Manjunath et al., 2008), esta enfermedad afecta a todas las variedades comerciales de
citricos en muchos paises del sudeste de Asia, sur y-costa este de Africa (Robles-
Gonzales et al., 2014). De acuerdo a la FAO (2013) se estima la muerte de 100

millones de plantas y diseminacion de la enfermedad a varios continentes.
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Agente causal

El huanglongbing esta asociado a la bacteria Candidatus Liberibacter americanus
(CLam), Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) y Candidatus Liberibacter africanus
(CLaf). Pertenecientes a las a-proteobacterias, gram-negativas dentro de la familia
Rhizobiaceae. El nombre de Candidatus Liberibacter se deriva del término candidatus
gue se utiliza para designar a los organismos que no se pueden cultivar y por lo tanto
no pueden ser clasificados por técnicas tradicionales (Murray y Stackebrandt, 1995) y

Liberibacter del latin Liber (Corteza) y bacter (bacteria) (Jagouexi et al., 1994).

Antecedentes

Aunque el origen es poco claro, se asume que la enfermedad se origind6 en China
durante la década de 1890, en donde se le dio el nombre de “huang long bing”
(enfermedad del brote amarillo) (Da Graga, 1991).

Zhao (1981) menciona que la enfermedad estuvo presente en plantaciones de citricos
por mas de 100 afios. La enfermedad en &reas citricolas de Africa se not6 en la década
de 1920 (Van der Merwe y Andersen, 1937). En el afio 2004 se encontrd por primera
vez en el continente americano en Sao Paulo, Brasil (Teixeira et al., 2004) y en Florida,
Estados Unidos (Halbert, 2005). La enfermedad se propag6 rapidamente en ambos
paises causando importantes pérdidas (Da Graca, 2016). El HLB se ha diseminado por
los paises vecinos de Brasil, como Argentina y Paraguay (Lopes et al., 2013). Ademas
estd presente en varios paises del Caribe como Cuba (Luis et al., 2009), Jamaica
(Oberheim et al., 2011), Belice (Manjunath et al., 2010) y México (Trujillo- Arriaga et al.,

2010).
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Distribucion

El HLB se ha encontrado en 39 paises, donde la variante CLaf se distribuye en Africa y
Asia, mientras que CLam se encuentra en Brasil y CLas esta ampliamente distribuido
en Asia, Sudamérica, Centroamérica y Norteameérica (Teixeira, 2008).

En México se encuentra presente en 24 estados, de los cuales en 285 municipios se
han detectado en material vegetal y 154 tienen presencia en psilidos (SENASICA,
2018).

Transmision

La transmision de CLas es principalmente por insectos vectores y por propagacion
vegetativa (Vuuren, 1993) y experimentalmente por cuscuta y semilla (Tirtawidjaja,
1981). Aunque Hartung et al.,, (2010) y Hilf (2011) no encontraron evidencia de
transmision por semillas obtenidas de frutas con sintomas.

Candidatus Liberibacter spp. es una bacteria persistente que se reproduce dentro del
insecto y es capaz de transmitirse a otras generaciones (Pelz-Stelinsky et al., 2010).
Diaphorina citri es la principal vectora de CLas y CLam mientras que Trioza erytreae lo

es de CLaf (Hall, 2008).

Hospedantes y sintomas

El huanglongbing afecta a todos los cultivares de citricos; naranjo dulce, tangelo, y
mandarina, siendo las mas susceptibles; mientras que la lima, el pomelo y las naranjas
trifoliadas son las mas tolerantes (Knapp et al., 2004).

Los sintomas varian dependiendo de la edad del arbol, época del afio y etapa de la

infeccion (Da Graca, 2004). Los sintomas generalmente comienzan con amarillamiento
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de brotes, pero si la infeccion ocurre poco después de la propagacion, el amarillamiento
se observa en todo el dosel, si la infeccion ocurre en una etapa posterior del
crecimiento, los sintomas y el organismo causal permanecen en el brote infectado
(Oberholzer et al., 1965).

Otros sintomas, asociados a HLB son hojas coriaceas, caida de frutos y floracién fuera
de temporada (Martinez, 1972). En infecciones severas se presenta defoliacion
excesiva, muerte de ramas y reduccion de la calidad de frutos (Oberholzer et al., 1965).
CLaf ocasiona amarillamiento intervenal, moteado (Manicom y Van Buuren, 1980),
reduccion de la lamina foliar y manchas cloréticas (McClean y Schwarz, 1970). CLas
induce sintomas similares, aunque con amarillamiento mas extenso, ademas de
marchitamiento y muerte de plantas (Zhao, 1981). Ademas de que se considera mas
tolerante a altas temperaturas (Schwarz, 1968).

La severidad de sintomas causados por CLas puede aumentar por la presencia de
otros patdgenos (Da Graca, 2004). Se ha reportado infeccion mdultiple con CTV, en
plantaciones con sintomas severos en varios paises de Asia (Huang et al., 1980). Sin
embargo otros autores sefialan que ciertos aislados de CTV protegen de la infeccién
por HLB, (van Vuuren et al., 2000). Ademas del moteado asimétrico, la principal
caracteristica de la enfermedad puede ser causada por otros patdgenos Spiroplasma
citri, aislamientos severos de CTV y dafios por Phytophthora spp. en la raiz (Da Graca,

2004).
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Diagndstico

La deteccion de la bacteria causante de HLB se ha realizado PCR y PCR en tiempo
real PCR-RT, también conocida como PCR cuantitativa, ambas pruebas se basan en
el uso de iniciadores que amplifican las secuencias de los genes 16s rRNA (Jagoueix et
al., 1996). La baja concentracion y distribucion irregular de la bacteria en las plantas
hospedantes, asi como los inhibidores de la PCR presentes en los extractos de citricos,

han dificultado su deteccion (Da Graca y Korsten, 2004).

Viroides

Los viroides son agentes subvirales constituidos de RNA, de 246 y 401 nucledtidos,
son diez veces mas pequefios que las particulas virales (Eiras et al., 2009). Son
considerados parasitos del nlcleo o cloroplastos y dependen totalmente de la célula

hospedante para replicarse (Ding y Wang, 2009).

Exocortis de los citricos

Antecedentes

Fawcett y Klotz (1948) describieron la enfermedad del descortezamiento en
portainjertos trifoliados y la denominaron exocortis (exo= exterior y cortis =corteza).
Benton et al. (1950) describieron una grave enfermedad consistente en el
descortezamiento severo de la base del tallo de portainjertos trifoliados en Australia y la
llamaron sarna. Bitters (1952) sugirié que la exocortis de los citricos era causada por un

agente viral debido a que pudo transmitirla mediante inoculacibn mecénica también
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demostraron que los limones nucelares no eran portadores, asi mismo mostré no habia
insectos vectores involucrados en su transmision y propuso el uso de portainjertos

trifoliados como plantas indicadoras de esta enfermedad.

Agente causal

La exocortis de los citricos es causada por Citrus exocortis viroid - citrus (CEVd - cit) el
cual presenta su genoma consiste en 370 nucledtidos pertenece al género Pospiviroid y
a la familia Pospiviroidae (Flores et al., 2005). La molécula de RNA del CEVd, es del
tipo bastén con fuerte estructura secundaria, posee una region conservada (RC) y una

region terminal (RT) (Eiras et al., 2009).

Hospederos y sintomas

La exocortis presenta amplio rango de hospederos pudiendo infectar plantas de
importancia econdémica de otras familias botanicas distantes evolutivamente de las
rutaceaes, como tomate (Solanum lycopersicum), berenjena (Solanum melongena),
zanahoria (Daucus carota), vid (Vitis spp.), entre otros.

CEVd puede infectar diversos cultivares de citricos, los mas sensibles son portainjertos
trifoliados, lima rangpur (C. limonia), C. latifolia y cidras, por lo que estas ultimas son
utilizadas como plantas indicadoras (Muller et al., 2005).

Los arboles infectados por exocortis presentan agrietamiento en el tallo y estrias en
ramas, vegetacion escasa, manchas cloréticas y reduccion del crecimiento de acuerdo
con la combinacion injerto/portainjerto (Muller et. al., 2005) En ocasiones se producen

lesiones en el epicarpio de la corteza siendo invadidas por Phytophthora spp. que
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causan exudados en forma de goma y frecuentemente determinan la muerte de la

planta (Muller et al., 2005).

Transmision
La transmisién de CEVd - cit se lleva a cabo por injerto de yemas infectadas en arboles
sanos o de forma mecénica a través del uso de la herramienta de corte y poda (Lin et

al., 2015).

Cachexia de los citricos

Antecedentes

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en Palestina (Reichert y Perlberguer,
1934) en lima de chichi (C. limettioides) con sintomas de acanaladuras en la corteza
(C. limettioides) (Muller, 2005). El término cachexia fue usado en California, Estados
Unidos, cuando se observé una enfermedad en tangelo Orlando (C. reticulata x C.
paradisi), con presencia de acanaladuras en la union del portainjerto con el injerto y
dafos en frutos con impregnaciones de goma (Childs, 1950). La naturaleza viroidal de
la caquexia, fue sugerida por primera vez por Roistacher et al.,(1983) al describir las
similitudes entre esta y exocortis. Esta enfermedad se encuentra distribuida en
practicamente todas las éareas citricolas del mundo (Roistacher et al.,, 2004). La
mayoria de los cultivares de citricos comerciales son portadores asintomaticos y el
patdgeno se transmite mecanicamente y por material propagativo (Roistacher y Duran-
Vila, 1988). Palacio-Bielsa (1999) demostré que cachexia y xiloporosis son causadas

por el mismo patogeno.
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Agente causal

El agente causal es Hop stunt viroid — citrus (HpSVd - cit) (Semancick et al., 1988)
posee 300 nucledtidos y fue incluido en el grupo CVd-Il de viroides de los citricos
(Duran-Vila et al.,, 1986). Mediante indexacion biologica, se encontré que existen
aislados que causan cachexia y otros no, estos ultimos no patogénicos, comportandose
de manera latente en especies consideradas sensibles. Por lo anterior se establecieron
los grupos CVd-lla y CVvd-llb, que incluyen aislamientos patogénicos y no patogénicos,

respectivamente (Miller et al., 2005).

Hospedantes y sintomas

De acuerdo con Miiller et al. (2005) algunos tangelos, lima persa y mandarina son
susceptibles. En principal sintoma de la enfermedad es el descortezamiento y en
etapas mas avanzadas de la enfermedad se observan acanaladuras longitudinales en
la corteza. En el injerto, o portainjerto se presenta levantamiento de la corteza,

reduccion de la lamina foliar y puntos cloréticos (Mdller et al., 2005).

Transmisién

HpSVd se transmte de manera mecanica a través de herramientas de poda y material

propagativo infectado (Roistacher, 1980).

17



Distribucion de CEVd y HSVd

Los viroides de citricos se han reportado en la region del Mediterraneo, Australia, norte
y sur de Africa, Europa, Asia y en el Continente Americano (Timmer et al., 2000; Hadidi
et al., 2003).

En México se encuentran presentes en todas la regiones citricolas sin embargo no son
considerados como un problema fitosanitario de los citricos, a pesar de que en varios
casos se han detectado incidencias superiores al 60% de &rboles infectados por ambos

viroides (Alvarado, 2000).
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MATERIALES Y METODOS
Muestreo
De febrero a mayo del 2018 se muestrearon arboles de huertos comerciales de citricos
en los municipios de: Alamo, Castillo, Cazones, Tihuatlan, Tuxpan y Papantla, Veracruz

(Figura 1).

I:I Cazones de Herrera
. Tihuatlan

. Castillo de Teayo
. Alamo Temapache
. Tuxpan
I:‘Papantla

0 20 A0 80 KM
N E—

Fuente: INEGI / CONABIO (2010)

Figura 1. Municipios de la zona norte de Veracruz, donde se realizo el estudio.

Se seleccionaron plantas naranjo, mandarina, lima persa y pomelo con brotes amarillos
o frutos pequefios y de cada una se obtuvieron cuatro brotes maduros, de los cuatro
puntos cardinales a la altura media de la copa del arbol. EI material vegetal fue

guardado en bolsas herméticas y depositados en hielera para su traslado al laboratorio.
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A cada arbol muestreado se le evalu6 la presencia de agrietamiento y

descortezamiento en tronco y ramas

Muestras obtenidas

Se muestrearon 102 plantas de los cuales 66 muestras fueron de naranjo, 22 de
mandarina, siete de lima persa y siete de pomelo. El nUmero de muestras por municipio
fueron: Alamo 15, Castillo 18, Cazones 21, Tihuatlan 18, Tuxpan 21 y Papantla 10

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Muestras obtenidas por especie y municipio.

ESPECIE
Municipio C. sinensis  C. reticulata  C. latifolia C. paradisi
Alamo 10 3 1 1
Castillo 17 1 - -
Cazones 10 2 6 3
Tihuatlan 11 6 - 1
Tuxpan 10 10 - -
Papantla 8 - - 2
Total 66 22 7 7

(-) Especies no muestreadas.

De las plantas muestreadas 12 presentaban, agrietamiento, 40 descortezamiento, 16

ambos sintomas y 35 fueron asintomaticas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Numero de plantas de citricos con descortezamiento y agrietamiento en el

tronco y ramas principales, por municipio.

Sintomatologia

Municipios Agrietamiento Descortezamiento A+D Asintomaticas

Alamo! 3 7 2 3

Castillo? 4 6 5 3

Cazones?® 0 8 0 13

Tihuatlan® 2 6 3 7

Tuxpan® 3 6 6

Papantla® 0 7 0 3
Total 12 40 16 35

Extracciéon de acidos nucleicos totales

Se procesoO el material vegetal obteniendo la nervadura central para la deteccion de
CLas y CTV. Para HpSVd - cit y CEVd - cit se utiliz6 una porcién de la corteza de los
brotes de cada muestra. La nervadura central y la corteza fueron trituradas y
depositadas en viales de 2 ml, etiquetadas de acuerdo al nimero de muestra y
almacenadas a -20°c.

La extraccion de DNA y RNA se realizé con el protocolo indicado de Dellaporta, (1983)
con las siguientes modificaciones: se maceraron 0.2 gramos de nervadura y corteza
con nitrégeno liquido, posteriormente fueron transferidos a un tubo eppendorf que
contenia 750 pl de EB1y 75 ul de SDS 20 % y se mezclaron por inversion cinco veces.
Los tubos se incubaron a 65°C por 20 minutos y mezclaron por inversion cada 5
minutos. Después se agrego 250 ul de acetato de potasio al 5 M y se incubaron en

hielo por 20 minutos. La mezcla fue centrifugada a 15000 rpm por 20 minutos a
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temperatura ambiente. Posteriormente 900 ul de la fase acuosa fue transferida a un
tubo que contienia 540 ul de isopropanol y se incubaron a -20°C durante 30 minutos,
depues se centrifugaron a 15000 rpm por 15 minutos desechando el sobrenadante. La
pastilla se dejé secar por 20 minutos se disolvié con 700 ul de EB2 y los tubos se
centrifugaron a 15000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente 500 ul de la parte
superior fueron transferidos a un nuevo tubo que contenia 75 pl de acetato de sodio 3
M y 500 pl de isopropanol, y se mezcld por inversion de 5 a 10 veces. Posteriormente
la mezcla fue centrifugada a 15000 rpm durante 4 minutos y se elimind el
sobrenadante. La pastilla formada fue disuelta con 1 mL de etanol 75 % centrifugada a
15000 gravedades durante 5 minutos, después se dej6 secar la pastilla y para
resuspenderla resuspendié en agua. La concentracién y pureza de los acidos nucleicos

obtenidos se cuantificé en un Nanodrop ThermoScientific ®.

6.4 PCR

Iniciadores
Los iniciadores utilizados para la deteccién de CTV, CLas, HpSVd - cit y CEVd - cit se

muestran en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Iniciadores Forwards y Reverse utilizados para la deteccion de

patégenos de estudio.

Patégeno Iniciadores RC? TP? Referencia

ClLas OI-1 5GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA3 16s 1163 pb  Jagoueix

Ol-2c 5’GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT3’ rDNA etal.,
1994

CTV CPK F- 5 AACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGA Cépside 273 pb (Rivas et
3 proteica al., 2008)
CPK R- 5 TCAACGTGTGTTGAATTTCCCAAGC 3’

HpSVd- cit Cvd-ll-h 5 Genoma 300 pb  Almeyda
CGCCCGGGGCAACTCTTCTCAGAATCC 3’ completo etal.,
Cvd-1I-C (5 2002
GCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAG 3’

CEVd - cit CEVd 1- 5°CCCTGAAGGACTTCTTCCCC & Genoma 371pb  Yang et
CEVd 2- 5 ATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAA 3  completo al.,1992

RC!: Region codificante TDP2 Tamafio del producto

Retrotranscripcion-PCR (RT- PCR)

los

Para la deteccion CTV, HpSVd - cit y CEVd - cit, la amplificacion consisti6 en dos

etapas: la primera etapa fue la reverso transcripcién (RT) para la sintesis de DNA

complementario (DNAC) y la segunda para la amplificacion de éste (PCR).

Para la RT, se prepar6 una mezcla por muestra de 0.5 ul del iniciador antisentido, 4.5

pl de H20 y 2 ul de RNA por muestra y se incub6 en un termociclador Techne® TC-512

a 72 °C por 5 minutos. Posteriormente se adicioné una mezcla de RT [2 uL Buffer 5X

de M-MLV (marca: PROMEGA), 1 upuL de DTT 10mM (DL-Dithiothreitol-Marca:

PROMEGA), 0.5 pL de dNTP’s Mix (solucién pre mezclada de sales de sodio de dATP,

dCTP, dGTP y dTTP, PROMEGA) y 0.25 pL de M-MLV Reverse Transcriptase
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(PROMEGA)] y la reaccidn se inicio en el termociclador a 42°C por 60 min y finaliz6 a

72°C por 10 min.

PCR

Para la amplificacion del DNAc se preparé una mezcla de 2 pl de buffer de reaccion (56X
Green Go Tag®), 0.4 uyl de MgCl2 (25mM), 0.2 pl de DNTP’s (10mM), 0.6 pl de cada
iniciador (10 pM), 5.1 pl de H20, 0.1 pl de GoTaq® DNA Polymerase (5U/ul) y 2 ul de
DNA.

La PCR se realizé en un termociclador Techne® con las siguientes condiciones: Para la
deteccion de CTV consistido en una desnaturalizacion inicial de 94 °C/1 min, 35 ciclos
con una desnaturalizacion de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 1 min, y un
ciclo de extension final de 72 °C por 10 min.

Para CLas se realiz6 una desnaturalizacion inicial de 94°C/3 min, 35 ciclos de 94°C/30
S, 60°C/45 s, 72°C/45 s y una extension final a 72°C/10 min.

En CEVd las condiciones fueron 94°C por 5 min de desnaturalizacion inicial, 35 ciclos a
94°C por 30 s, 56°C por 30 s, y 72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 5 min.
Para HSVd se dio una desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min, 35 ciclos a 94°C por
30 s, 50°C por 30 s, 72° por 30 s y una extension final a 72°C por 10 min.

Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2 %
con bromuro de etidio a 90 volts por 60 minutos, en todos los casos se incluyd un
testigo positivo y agua como control negativo. Los amplicones fueron secuenciados y.
las secuencias obtenidas fueron ensambladas con el programa DNA baser y
comparados en la base de datos del GenBank. Las secuencias con identidad del 95-

100 % fueron subidas a la base de datos del bankit.
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Evaluaciéon de laincidencia de sintomas asociados a Tristeza

En la comunidad de la Concepcion, comunidad de Tihuatlan Veracruz se evalud la
incidencia de plantas muertas, sintomaticas y asintomaticas en un huerto de naranjo
Valencia, mandarina Fairchild y Tuxpefa injertados sobre naranjo agrio. Se realizaron
dos evaluaciones, la primera el mes de marzo y la segunda en agosto. En total se
evaluaron 792 arboles de naranjo Valencia, 298 arboles de mandarina Tuxpefia y 381

de mandarina Fairchild.

Analisis de datos

Se determiné el numero de plantas infectadas por Citrus tristeza virus, Candidatus
Liberibacter asiaticus, Citrus exocortis viroid — citrus y Hop stunt viroid - citrus por
municipio y especie. En la huerta de la Concepcion se determiné el porcentaje de
plantas muertas, con sintomas y asintoméaticas asociadas a tristeza de los citricos

durante los meses de marzo y agosto.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las primeras epidemias en citricos se presentaron desde 1836, con la pudricién de raiz
provocada por Phytophthora spp. Esta fue la primera enfermedad causante de la
muerte de plantas en distintas partes del mundo, comenzando en la isla Azores y
propagandose a los paises del Mediterraneo (Roistacher, 1981). Esto condujo a la
introduccion de naranjo agrio como portainjerto, que se adapté a cualquier tipo de suelo
y produjo buena calidad de fruta, siendo utilizado en todas las regiones productoras de
citricos (Atta et al., 2012), posteriormente esto ocasioné epidemias por CTV en
diversas areas citricolas del mundo (Roistacher, 1981).

Esta problematica provocd la adopcion de estrategias para el manejo de la
enfermedad, como el cambio de portainjertos susceptibles a tolerantes a CTV (Rocha
Pefa y Padrén-Chavez, 1992). Sin embargo, algunos portainjertos tolerantes como
naranjo trifoliado Poncirus trifoliata y sus hibridos, los citranjes troyer y carrizo (C.
sinensis x Poncirus trifoliata) presentaron la desventaja de ser susceptibles a los
viroides CEVd - cit y HpSVd - cit (Roistacher, 1995). En México, se establecio
programa de certificacion con la implementacion de la NOM- 079-FITO-2002 con la
finalidad de sustituir plantas enfermas por sanas y evitar la diseminacion de
enfermedades mediante el movimiento de material vegetativo infectado. Ademas de
promover el uso de portainjertos tolerantes para prevenir epidemias por CTV.

Los resultados de la presente investigacion demuestran que HpSVd-cit fue la
enfermedad con mayor porcentaje de plantas positivas (87 %), seguido de CTV (67.96

%) y exocortis (CEVd — cit) (21.5 %) presentes en Alamo, Castillo, Cazones, Tihuatlan,
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Tuxpan y Papantla. Mientras que CLas fue el patdgeno con menor incidencia (9.8 %),

presente en Alamo, Cazones, Tihuatlan y Tuxpan (Cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentaje (%) de plantas positivas a Citrus tristeza virus (CTV), Candidatus
Liberibacter asiaticus (CLas), Hop stunt viroid — citrus (HpSVd - cit), Citrus exocortis

viroid - citrus por municipio (CEVd - cit).

PATOGENOS

MUNICIPIO CTV ClLas CEVd - cit HpSVd - cit
Alamo 1 100 20 53.3 93.3
Castillo? 94.4 0 11.1 100
Cazones?® 80.9 23.8 23.8 100
Tihuatlan* 39 55 22.2 88.8
Tuxpan® 15 5 5 50
Papantla® 100 0 20 90

NUmero de muestras por municipio: 15%, 182, 203 ,18% , 20°, 10°

Citrus tristeza virus

De las 102 muestras analizadas, 67.96 % amplificaron el fragmento de 273 pb (Figura
2) y sus secuencias tuvieron similitud de 97- 99 % con Citrus tristeza virus. (nUmeros
de acceso: MH894634, MH894635, MH894636, MH894637, MH894638, MH894639,
MH894640, MH894641, MH894642, MH894643, MH894644, MH894645, MH894646,

MH894647, MH894648, MH894649, MH894650, MH909596, MH909597 y MH909598).

27



M + - 34 35 36 37 38 39 40 41 42 -43 44 45

273 pb — - -~ ‘-'-\-..“.".---

100 pb—> - - - . "".‘
Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de
PCR obtenidos con iniciadores CPK-R Y CPK-F que amplifican un
fragmento de 273 pb de la Cp. Carril 1: Marcador de 100 pb Carril 2:
Control positivo (Planta positiva a CTV); Carril 2: Control negativo
(Agua); Carril 4-12: Muestras de la 34-45.

Alamo y Papantla tuvieron 100 % de plantas positivas a CTV, Castillo con 94.4 %,

Cazones con 81 %, Tihuatlan con 39 % y Tuxpan con 15 % (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de plantas positivas a CTV en los municipios de estudio.
Numero de plantas muestreadas por municipio: Alamo (15), Papantla (10), Castillo (18), Cazones (21),
Tihuatlan (18) y Tuxpan (20).

Las diferencias en las incidencias en los municipios muestreados puede deberse a

diversos factores que influyen en la tasa de transmision del CTV en un area como:
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especies de afidos (Cambra et al., 2000), condiciones ambientales que favorecen su
reproduccion (Bar-Joseph y Loebenstein, 1973), transmisibilidad de los aislamientos
predominantes (Bar-Joseph et al., 1989;), utilizacion del material vegetativo no
certificado y el manejo de las huertas principalmente podas con herramientas
infectadas ( Roistacher, 2004).

La presencia de CTV en los municipios muestreados puede deberse a la utilizacion de
material infectado, de acuerdo a los productores la mayoria fue adquirido en viveros no
certificados. Con relacién a lo anterior, Lee (2015) menciona que los programas de
certificacibn son importantes para prevenir la introduccion de aislados severos y
diseminaciéon de CTV u otros patdgenos asociados a citricos. Los vectores también
pudieron influir en la diseminacion a cortas distancias (Roistacher 2004). T. citricida es
el vector més eficiente de CTV y se reportd por primera vez en México en el afio 2000
en arboles de naranjo en Lazaro Cardenas Quintana Roo y actualmente se encuentra
en 18 estados citricolas (SENASICA, 2014), con riesgo de provocar epidemias severas.
En Espafia, tristeza de los citricos se increment6 de 11 a 53 % de 1989-1998 debido a
la presencia de Aphis gossypi (Cambra et al., 2000). Halbert (2004) menciona que en
Brasil la presencia de T. citricida ocasioné la diseminacién de aislamientos severos.
Tristeza de los citricos se encontr6 ampliamente distribuida en los municipios de
Alamo, Castillo, Cazones y Papantla con porcentajes del 81 % al 100 % comparado
con Tuxpan con 18.2 %, esta amplia variacion en la infeccion podria ser atribuida a la
prevalencia de naranjo en las zonas productoras de estos municipios contrario a
Tuxpan donde predomina mandarina. Diversos estudios han demostrado que las

especies predominantes en una zona citricola pueden influir en la diseminacion de la
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enfermedad, Abubaker et al., (2017) en Sudan encontré6 mayor distribucion en los
estados del norte de este pais con 45 % al 75 % de incidencia mientras en los del sur
encontrd 10 % al 30 % y lo atribuyé a que en los estados del norte predominaba
naranjo mientras en los estados del sur es pomelo.

En Papantla los huertos muestreados estaban bajo manejo organico, este factor
tambien puedo influir en los resultados obtenidos, sin embargo, no existen estudios que
demuestren mayor incidencia de este patdgeno o del vector en huertas bajo manejo
organico, en comparacion al convencional.

Todas las especies analizadas estuvieron infectadas por CTV, pomelo fue la de mayor
promedio de plantas infectadas por municipio con 100 %, seguido de lima persa 83.3 %
naranjo 71.4 % y mandarina fue la menor con 68.6 % (Cuadro 5).

La sintomatologia observada varié en cada especie y municipio en que se muestred, en
naranjo y mandarina en municipios de Cazones y Tihuatlan se observo decaimiento en
plantas de naranja y mandarina injertadas sobre naranjo agrio, también se visualizaron
sintomas de hoja pequefia y floracion excesiva pudiendo estar ocasionados por la
presencia de aislados severos de CTV, mientras que en el resto de los municipios
Unicamente se observd amarillamiento generalizado observandose con mayor
severidad en naranjo mientras que mas atenuadas en mandarina y pomelo. Moreno et
al. (2008) menciona que los arboles afectados por aislados severos en naranjo Yy
mandarina muestran sintomas de decaimiento que incluyen el amarillamiento y
desprendimiento del follaje, muerte de ramas, reduccion progresiva del sistema radical,
la disminucion del tamafio y decoloracion de las frutas, provocando la muerte de la

planta.
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Cuadro 5. Porcentaje (%) especies de citricos positivas a Citrus tristeza virus por

municipio.

ESPECIE
MUNICIPIO C.sinensis C. reticulata C. latifolia C. paradisi
Alamo? 100 100 100 100
Castillo? 94.1 100 - -
Cazones?® 80 100 66.6 100
Tihuatlan* 36.3 33.3 - 100
Tuxpan® 20 10 - -
Papantla® 100 - - 100
Promedio 71.4 68.6 83.3 100

(-) Especies no muestreadas.

Namero de plantas muestreadas: C. sinensis = 66, C. reticulata = 22, C. latifolia = 7 y C. paradisi = 7.
Numero de plantas muestreadas en cada municipio: C. sinensis: 10, 172, 103, 114, 10°%y 8°. C. reticulata:
31,12, 23, 6%y 10°. C. latifolia: 1'y 6°. C. paradisi: 1%, 33, 1*y 28,

En el continente americano las epidemias causadas por CTV estan bien
documentadas, los primeros reportes se dieron en Argentina en 1930 y Brasil en 1937,
causando la muerte de plantas de naranjo y mandarina injertadas sobre naranjo agrio
(Roistacher, 2004). Posteriormente ocurrieron en Ghana en 1938, California en 1939,
Florida en 1951, Espaia en 1957, Israel en 1970, y Venezuela en 1980, otros brotes
tambien se han reportado en otros huertos de citricos, como en Chipre en 1989, Cuba
en 1992, Republica Dominicana en 1996 e Italia en 2002 (Gottwald et al., 2002) y éstas
han estado estrechamente relacionadas a la utilizacion de naranjo agrio como

portainjerto.
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Para prevenir posibles epidemias por CTV es necesario la implementacién por parte del
gobierno local y federal campafias de informacion y concientizacion para evitar la
utilizacion de naranjo agrio como portainjerto e incentivar a los productores la compra
de plantas certificadas. Ademas que posterior a la compra de material sano es
indispensable tener un buen manejo agronémico para disminuir la transmisién por
vectores 0 herramientas de poda contaminadas. De acuerdo a Costa y Muller (1980) la
utilizacion de materiales certificados de citricos injertadas sobre portainjerto tolerante
es el mejor método de control, sin embargo, ante la presencia de aislados severos es

necesario la proteccion cruzada basada en la previa inoculacién de un aislado tenue.

Candidatus Liberibacter asiaticus

De las 102 muestras analizadas de los 6 municipios, 9.8 % amplificaron el fragmento
esperado de 1163 pb (Figura 3). Sus secuencias tuvieron un porcentaje de similitud de
97-99 % con Candidatus Liberibacter asiaticus (numeros de acceso: MK031933,
MK031934, MK031935, MK031936, MK031937, MK031938, MK031939, MK031940,

MK031941 y MK031942).
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de los productos de PCR
obtenidos con iniciadores OI-1 y OI-2C que amplifican un fragmento de 1163 pb de
la 16s rDNA. Carril 1 y 18: Marcador 1Kb, Carril 2: Control positivo (Planta
infectada con CLas), Carril 3: Control negativo (Agua); Carril 4-10: Muestras: 2, 11,
18, 20, 23, 47, 61, 84, 98 y 99.

En el municipio de Cazones se obtuvo 22.7 % de plantas positivas a CLas, seguido de
Alamo 20 %, Tihuatlan 5.5 % y Tuxpan con 4.5 %. En los municipios de Castillo y

Papantla no se encontraron plantas positivas por este patdgeno (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de plantas positivas a CLas en los municipios de estudio.
Numero de plantas muestreadas por municipio: Alamo (15), Papantla (10), Castillo (18), Cazones (21), Tihuatlan
(18) y Tuxpan (20).
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La baja incidencia de plantas positivas en los municipios muestreados puede deberse a
que durante el muestreo no se observaron los sintomas de amarillamiento de la parte
apical de los brotes en las especies muestreadas y maduracion invertida de frutos en
variedades de naranja, a sociados a Huanglongbing (Timmer et al., 2000). También
puede estar relacionado a los factores ambientales, de acuerdo a Lopes et al., (2017)
existen evidencias del impacto de la temperatura en la proliferacién de la bacteria en
plantas infectadas. El rango 6ptimo de temperaturas para la proliferacion de CLas en la
planta es de 17-27°C, por lo cual la época de muestro es recomendable en los meses
més frios. Cabe indicar que los sintomas clésicos descritos en la literatura se refieren a
plantas donde no estan presentes otros patégenos, y en el caso de Veracruz, las
plantas analizadas tienen, psorosis, exocortis y cachexia, por lo que seria importante

realizar investigaciones para definir la sintomatologia en las condiciones de estudio.

Las especies infectadas por CLas fueron naranjo, lima persa y pomelo con un

porcentaje promedio de 11.51 %, 16.6 % y 33.3 % respectivamente. En caso de

mandarina no se encontraron plantas positivas a este patdgeno (Cuadro 6).

34



Cuadro 6. Porcentaje (%) de especies de citricos positivas a Candidatus Liberibacter

asiaticus por municipio.

ESPECIE
MUNICIPIO  C. sinensis C. reticulata C. latifolia C. paradisi
Alamo? 20 0 0 100
Castillo? 0 0 - -
Cazones?® 30 0 33.3 0
Tihuatlan* 9.1 0 - 0
Tuxpan® 10 0 - -
Papantla® 0 - -
Promedio 115 0 16.6 33.3

(-) Especies no muestreadas.

Numero de plantas muestreadas: C. sinensis = 66, C. reticulata = 22, C. latifolia = 7 y C. paradisi = 7.
NGmero de plantas muestreadas en cada municipio: C. sinensis: 10%, 172, 10%, 11%, 10°y 85, C. reticulata: 3%,
12, 23, 6%y 10°. C. latifolia: 1%y 63. C. paradisi: 1%, 33, 1%y 25,

De acuerdo a Knap et al., (2004) el huanglongbing de los citricos afecta a todas las
especies citricolas, siendo mas susceptibles naranjo y mandarina, mientras que pomelo
es tolerante. Sin embargo, en México los efectos por CLas no ha sido como en otros
paises, debido a que no se ha reportado muerte de plantas desde el primer reporte de
este patdogeno en México en 2009 a diferencia de otros paises como Indonesia que
diez afios después de haberse detectado ya habia provocado la muerte de tres
millones de arboles (Tirtawidjaja, 1980). Asimismo, en México no existen estudios que
demuestren el comportamiento de naranjo, mandarina y pomelo infectados a CLas. La
incidencia de este patdgeno en las especies de citricos también puede deberse a la

preferencia del vector por el hospedante Ahmad et al., (2008) determin6é mayor
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incidencia de Diaphorina citri en arboles de pomelo en comparacion a las de
mandarina, citranje Troyer, cleopatra y citrumelo Swingle.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, CTV presenta mayor
distribucion que CLas. Sin embargo, las campafas fitosanitarias de prevencion
erradicacion y control van enfocadas unicamente a la enfermedad del Huanglongbing
de los citricos y por la que se ha establecido la NOM-EM-FITO-2009 asignando
recursos por 5,894,006 millones de pesos en el 2015 (SENASICA, 2015). Sin embargo,
desde el primer reporte de la presencia del HLB en México, no se ha tenido reportes
sobre la muerte de plantas por esta enfermedad. Siendo necesario reenfocar los
recursos econodmicos para la prevencion de posibles epidemias de tristeza de los
citricos en la zona norte de Veracruz, debido a la presencia de esta enfermedad y

utilizacion de naranjo agrio como portainjerto.

Citrus exocortis viroid

De las 102 muestras analizadas, 21.5 % amplificaron el fragmento esperado de 371 pb
(Figura 4) y sus secuencias tuvieron una similitud del 99 % de identidad con Citrus

exocortis viroid (nimero de acceso: MK182521).
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de los productos de PCR

obtenidos con iniciadores CEVd -1y CEVd-2 que amplifican un fragmento de 371
pb del genoma. Carril: Marcador de 100pb, Carril 2: Control positivo (Planta
positiva a CVd-Il); Carril 3: Control negativo (Agua); Carril 4-19: Muestras: 3, 4,
10, 13, 16, 32, 37, 39, 41, 45, 46, 48, 72, 86, 98 y 105.

El municipio de Alamo present6 la mayor incidencia con 53. 3 % de plantas positivas a
CEVd - cit, seguido de Cazones con 23.8 %, Tihuatlan 22.2 %, Papantla 20 %, Castillo

11.1 % y Tuxpan 5 %. (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de plantas positivas a CEVd en los municipios de estudio.
Numero de plantas muestreadas por municipio: Alamo (15), Papantla (10), Castillo (18), Cazones (21), Tihuatlan
(18) y Tuxpan (20).



La presencia de este viroide en los municipios de Alamo, Cazones, Tihuatlan, Papantla,
Castillo y Tuxpan podria deberse a la utilizacibn de plantas no certificadas y su
transmision de una planta a otra por herramientas contaminadas que de acuerdo a
Barbosa (2005) la eficiencia en la trasmision de este patdégeno puede variar del 4 al 21
%.

La edad de la planta también pudo influir en los resultados, en Alamo, la edad oscil6 de
los 9 a 40 afios, por el mayor tiempo de exposicion a ser infectadas por este patégeno
en comparacién a las plantaciones muestreadas de Tuxpan que oscilaron de los 5 a 10
afos. La presencia de este patégeno en todos los municipios muestreados demuestra
que las medidas preventivas como la utilizacion de material propagativo sano no ha
sido eficaz. Por ello es importante el saneamiento de huertas con material vegetativo
producidas bajo la NOM-079-FITO-2002 para reducir su diseminacién y el
establecimiento de plantas infectadas en edades tempranas, ademas de capacitar a los
productores en actividades que ayuden a mitigar la propagacion por herramienta
contaminada. Los sintomas de descortezamiento y agrietamiento en plantas
muestreadas se observaron por encima de la zona de unién del portainjerto debido a la
tolerancia de naranjo agrio, sin embargo, es posible que al sustituir este portainjerto por
portainjertos como Citranje Carrizo y Troyer tolerantes a CTV el impacto del dafio se
incremente por ser materiales susceptibles a CEVd - cit y HpSVd — cit.

De las especies muestreadas el mayor porcentaje promedio se obtuvo en pomelo con
50 %, seguido de mandarina 31.8 %, lima persa 16.6 % y naranja 16.4 % (Cuadro 7)

especies reportados como susceptibles a este viroide (Almeyda et al., 2007).
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Cuadro 7. Porcentaje (%) de especies de citricos positivas a Citrus exocortis viroid —

citrus por municipio.

ESPECIE

Municipio C.sinensis C.reticulata C. latifolia ~ C. paradisi
Alamo 50 66.6 0 100
Castillo 5.8 100 - -
Cazones 20 50 33.3 0
Tihuatlan 9 33.3 - 100
Tuxpan 0 10 - -
Papantla 25 - - 0

Promedio 16.4 31.8 16.6 50

(-) Especies no muestreadas.

Numero de plantas muestreadas: C. sinensis = 66, C. reticulata = 22, C. latifolia = 7 y C. paradisi = 7.

Numero de plantas muestreadas en cada municipio: C. sinensis: 10, 172, 10° 114 10°y 8% C.

reticulata: 3%, 12, 2%, 6% y 10°. C. latifolia: 1%y 6°. C. paradisi: 1%, 33, 1%y 25,

Los dafios observados en los arboles muestreados no pueden ser atribuidos
Uunicamente a CEVd - cit debido a la presencia HSVd - cit y Citrus psorosis virus en
plantaciones citricolas de México. Se han reportado que frutos de pomelo “Marsh”,
obtenidos de plantas infectadas con CEVd tienen bajo contenido de jugo y peso de
fruto (Sanchez et al., 2007). También se ha observado reduccion del crecimiento en
naranjo var. Maltaise injertada sobre mandarina Cleopatra, citrumelo Swingle y naranjo
agrio infectados con CEVd - cit. Murcia (2005) al inocular CEVd - cit en naranjo
Washington Navel injertado sobre citrange Carrizo, no observo sintomas de

descortezamiento, solo dafio en las raices. Almeyda et al., (2007) mencionan gque en

naranjo y mandarina la infeccion por CEVd puede reducir el rendimiento hasta en 50 %,

39



ademas de causar reducciéon del vigor, agrietamiento de corteza y muerte de los
arboles.

En el presente estudio CEVd — cit tuvo menor incidencia (4.7 al 53.3 %) respecto
HpSVd - cit. En México se ha reportado al CEVd - cit en arboles de citricos con
incidencias del 50 % de arboles citricos afectados en Veracruz, Nuevo Leoén, Sinaloa,
Tabasco y Yucatan (Alvarado, 1998; Uc-Varguez et al.,, 2005). La presencia de este
patdgeno se debe principalmente a la utilizacion de material propagativo infectado y
herramientas contaminadas (Alvarado, 2005), por lo que se sugiere promover el uso de

material propagativo certificado y desinfestacién de herramientas.

Hop stunt viroid

De las 102 muestras analizadas, 87 % amplificaron el fragmento esperado de 300 pb
(Figura 8), y sus secuencias tuvieron 95 98% de similitud con Hop stunt viroid (nimero

de acceso: MK182520).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de los productos de PCR
obtenidos con iniciadores CVd-II-H y CVd-II-C que amplifican un fragmento de
300 pb del genoma. Carril: Marcador de 100pb, Carril 2: Control positivo
(Planta positiva a CVd-Il); Carril 3: Control negativo (Agua libre de nucleasas);
Carril 4-19: Muestras de la 84-95.
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Los municipios de Castillo y Cazones fueron los municipios con mayor incidencia de
plantas positivas con 100 %, seguido de Alamo 93.3 %, Papantla 90 %, Tihuatlan 88.8

% y Tuxpan 50 % (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de plantas positivas a HpSVd-cit por municipio.
Numero de plantas muestreadas por municipio: Alamo (15), Papantla (10), Castillo (18), Cazones (21), Tihuatlan
(18) y Tuxpan (20).

La amplia distribucion del viroide puede deberse a la utilizacién de plantas infectadas y
herramientas contaminadas, ya que a la fecha no se conoce un vector para este
viroide. Se sabe que HSVd - cit puede transmitirse facilmente de manera mecéanica
(Roistacher, 1983) y que su eficiencia de transmision en campo depende de gran
medida del hospedante (Barbosa et al.,, 2005). La transmision de viroides en
plantaciones citricolas se ha demostrado con diferentes eficiencias de transmision en

funcién del huésped (Barbosa et al., 2002).
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Lima persa fue la especie con mayor incidencia de plantas muestreadas con 100 %,

seguido de naranjo 95.1 %, mandarina 77.3 % y pomelo con 62.5 % (Cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentaje (%) especies de citricos positivas a Hop stunt viroide — citrus por

municipio.
ESPECIE

MUNICIPIO C. sinensis C. C. latifolia C. paradisi

reticulata
Alamo 100 66.6 100 100
Castillo 100 100 - -
Cazones 100 100 100 100
Tihuatlan 90.9 100 - 0
Tuxpan 80 20 - -
Papantla 100 - - 50
Promedio 95.1 77.3 100 62.5

(-) Especies no muestreadas.

Numero de plantas muestreadas: C. sinensis = 66, C. reticulata = 22, C. latifolia = 7 y C. paradisi = 7.
Numero de plantas muestreadas en cada municipio: C. sinensis: 10, 172, 10% 11% 10°y 8° C.
reticulata: 3%, 12, 23, 6%y 10°. C. latifolia: 11y 6. C. paradisi: 1%, 33, 1*y 25,

De acuerdo a Mller et al., (2005) las especies mas susceptibles son: lima persa y lima
rangpur (Citrus limonia) sin embargo todas las especies pueden ser infectadas por este
patdgeno.

En el presente estudio se tuvo una alta incidencia de infeccion en todas las especies
muestreadas. De acuerdo a Guerrero et al.,, (2013) mencionan que cachexia se
encuentra en forma endémica en la mayoria de las plantaciones de lima persa y en

forma asintomatica en citricos dulces del pais. Robles-Serna et al., (1985) y Rocha-
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Pefia (1995) reportaron que la cachexia de los citricos se encuentra ampliamente
distribuida en plantaciones de naranjo y mandarina en Tamaulipas y Nuevo Leodn
respectivamente, Alvarado-Gémez (2000) menciona que esta enfermedad se encuentra
ampliamente distribuida en la mayoria de las plantaciones de citricos de México.

Actualmente los dafios por HpSVd - cit han sido ignorados por la mayoria de los
productores, ademas de que los sintomas tipicos como agrietamiento del tronco vy
descortezamiento son atribuidos a Phythophthora spp. por este diagndstico erréneo se
ha dado un mal manejo de la enfermedad. Es por ello que es necesario implementar
campaiias informativas sobre los dafios provocados por este viroide y la importancia de
la utilizacion de plantas certificadas para el control preventivo de la enfermedad, de
acuerdo a la NAPPO (2013) la utilizacion de plantas sanas es el Unico medio de control

y manejo para este patdgeno.

Presencia de una, dos, tres y cuatro patdégenos por planta

El 87. 2 % de las plantas muestreadas fueron positivas al menos a un patdgeno,
mientras que el 12. 8 % no amplificé a ninguno de estos. De las muestras positivas
59.5 % amplificé a dos patdégenos, 19.1 % a uno, 17.9 % a tres y 3.3 % a cuatro.

La combinacion CTV+HpSVd- cit fue la de mayor frecuencia (49.4 %), seguido de
HpSVd-cit (11.2 %), CTV+HpSVd+CEVd (8.9 %), CTV (7.8 %), HpSVd+CEVd (4.4 %),
CTV+CLas+HpSVd (4.4 %), ClLas+HpSVd (2.2 %), ClLas+HpSVd+CEVd (2.2 %),

CTV+CEVd (1.1 %) y CLas+CEVd (1.1 %).
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La infeccion simultanea en las especies muestreadas, sugiere que los sintomas
observados no pueden ser relacionados a un solo patégeno, debido a que puede haber
interaccion entre ellos. Chia-Hsin et al., 2008 reporté en Taiwan que el 30 % de plantas
con sintomas asociados a CLas fueron positivas Unicamente a este patdogeno, mientras
que el 70 % fue causado por la infeccion por més de un patégeno.

Debido a esto se recomienda evaluar la interaccion de estos patdégenos en cada una de
las especies de citricos debido a que en la actualidad es comun asociar sintomas a un
solo patdgeno, los cuales han sido caracterizados en paises que no presentan las

mismas condiciones fitosanitarias y climatolégicas que México.

Incidencia de sintomas asociados a tristeza en una huerta de citricos en la

Concepcion, Tihuatlan Ver.

En las evaluaciones realizadas en marzo y agosto se encontr6 mayor porcentaje de
plantas muertas en naranjo (13.7 % y 20.3 %), mientras que en mandarina “Tuxpena”
se determind 7 % y 8.4 % y para Fairchild no se presentaron plantas muertas (Cuadro
9). Los resultados obtenidos podrian deberse a la susceptibilidad al CTV de naranjo
valencia en comparacion con mandarina Fairchild y Tuxpefa, de acuerdo a Cambra et
al., (2000) la severidad de CTV esta influenciada por la especie, mientras que Moreno
et al., (2008) mencionan que naranjo (C. sinensis) es la especie mas susceptible a
razas severas, sin embargo, tambien puede estar influenciada por la presencia de otros
patégenos (CLas, CEVd-cit y HpSVd-cit).

Naranjo Valencia presentd mayor porcentaje de plantas asintomaticas con 21.4 % en

marzo, y 46 % para agosto. Sin embargo, para mandarina Fairchild el porcentaje
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disminuy6 durante el periodo de evaluacion de 42.9 % al 20.1 %. Un comportamiento
similar se observo en mandarina Tuxpefia 54.5 % a 3.6 %.

Por lo consiguiente en naranjo Valencia el porcentaje de plantas asintométicas
disminuy6 a 33.9 %, mientras que para mandarina Tuxpefia y Fairchild el porcentaje de
plantas asintomaticas aumentaron a 73.4 % y 87.9 % respectivamente (Cuadro 9). El
aumento de plantas asintomaticas puede ser debido a la estacionalidad de los
sintomas, de acuerdo a Moreno et al., (2008) mencionan que los sintomas de CTV en
el hospedero son muy variables y se ven afectadas por las condiciones ambientales,
las especies hospederas y la agresividad de la cepa. Los mismos autores mencionan
gue mandarina es tolerante a la enfermedad, mientras naranjo no presenta sintomas a
sepas atenuantes mientras que en cepas severas presentan declinamiento y

amarillamiento de plantas.

Cuadro 9. Porcentaje (%) de plantas muertas, sintomaticas y asintomaticas en huerta

de naranjo, mandarina Fairchild y Tuxpefia en la Concha, Veracruz.

Meses
Especies Marzo Agosto
Muertas Con Asintomaticas Muertas Con Asintoméaticas
sintomas sintomas

Naranjo 13.7 21.4 64.7 20.3 46 335
Valencia

Mandarina 0 42.9 56.7 0 20.1 73.4
Fairchild

Mandarina 7 54.5 38.3 8.4 3.6 87.9
Tuxpefa
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De acuerdo con Roistacher (2004) todas las variedades de citricos son afectadas por
tristeza de los citricos, sin embargo las variedades de naranjo son las més propensas a
la presencia de declinamiento repentino al ser injertados sobre naranjo agrio, mientras
gue pomelos son susceptibles a aislados causantes de picadura en el tallo y las
variedades de mandarina son tolerantes a la mayoria de aislamientos de CTV. En el
presente estudio se determiné la presencia de CTV, ClLas, HpSVd - cit y CEVd - cit en
la huerta evaluada, sin embargo, es importante mencionar que otros patdgenos pueden
estar interactuando en el declinamiento de arboles y en la sintomatologia observada.
De acuerdo a la literatura es dificil asociar los sintomas de amarillamiento solo a CTV o
a ClLas, debido a que pueden estar relacionados con deficiencias de zinc, u otros
problemas nutrimentales (Timmer et al., 2003) o a dafios por Phytophthora spp. (Da

Graca, 2004).
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CONCLUSIONES
Hop stunt viroid — citrus fue el patdgeno con mayor incidencia y distribucién en los

municipios muestreados.

Citrus tristeza virus se encontr6 ampliamente distribuido en los municipios de Alamo,

Papantla, Castillo y Cazones.

Candidatus Liberibacter asiaticus fue el patdgeno con menor incidencia, presente en

Tuxpan, Tihuatlan, Alamo y Cazones.

Las especies muestreadas estan infectadas por mas de un patdégeno, debido a ellos los

sintomas observados en campo no pueden ser asociados a una sola enfermedad.

En la Concepcion, Tihuatlan, Ver., las plantas de naranjo dulce, en el periodo marzo —

agosto, murieron 23 %, mientras que en mandarina Fairchild no presentd plantas

muertas.
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APENDICE

Numero de Localidad Municipio Especie Coordenadas C CTV Hps C
muestra L vd E
a Vv

S d

39 Tamatoco Alamo Mandarina Dancy 21°04.063 -97°50.070 -+ + 4+
40 La Independencia  Alamo Naranja Valencia 21°00.915 -97°51.764 -+ + -
41 La Llave Alamo Naranja Valencia 20753.778 -97°53.032 -+ + 4+
42 La Camelia Alamo Naranja Valencia 20°54.055 -97°45.675 -+ + -
43 Tortuga Alamo Naranja Valencia 20757.850 -97°40.097 -+ + -
44 Cafias Granadilla Alamo Naranja Valencia 20°49.570 -97°34.315 -+ + -
45 San Miguel Alamo Naranja Valencia 20756.727 -97°33.286 -+ + 4+
98 Paso del Perro Alamo Naranja Valencia 20°50.280-97°47.921 4 4 + 4+
99 Monte Verde Alamo Naranja Valencia 21°06.719 -97°42.597 + o+ + 4+
100 Monte Verde Alamo Naranja Valencia 21°06.702 -97°42.605 -+ + -
101 San Miguel Alamo Mandarina Ménica 20753.666 -97°31.357 -+ + -
102 La Via Alamo Mandarina Ménica 20753.663 -97°31.469 -+ -+
103 Hidalgo Amajac Alamo Lima Persa 20754.760 -97°37.082 -+ + -
104 La Vega Alamo Naranja Valencia 20°55.145 -67°38.318 -+ + o+
105 Jardin Viejo Alamo Pomelo 20754.513 -97°39.000 + + + 4+
3 15 14 8
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N° de Comunidad Municipio Especie Coordenadas C CT Hp C
muestr L V Sv E
a a d V
S d
34 El Ojite Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°41.115-97°39.210 - + + -
35 La Defensa Castillo de Teayo Naranja Valencia  20°39.695 -97°43.357 - + + -
36 La Defensa Castillo de Teayo Naranja Valencia  20°39.702 -97°43.379 - + + -
37 La Puerta Castillo de Teayo Mandarina 20°41.406 -97°41.474 - + + +
38 El Moralillo Castillo de Teayo Naranja 20°47.243 -97°43.249 - + + -
85 Lima Vieja Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°37.654 -97°38.032 - + +
86 Lima Vieja Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°47.336 -97°38.471 - + + +
87 Castillo de Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°44.675 -97°39.452 - + + -
Teayo
88 Castillo de Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°44.635 -97°39.473 - + + -
Teayo
89 Casa Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°46.436 -97°41.445 - + + -
guemada
90 El Bejucal Castillo de Teayo Naranja Valencia  20°48.360 -97°39.049 - + + -
91 El Bejucal Castillo de Teayo Naranja Valencia  20°48.045 -97°39.464 - + + -
92 Las Américas Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°48.901 -97°36.985 - + + -
93 Las Américas Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°48.413 -97°36.636 - - + -
94 Ejido de Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°45.931 -97°41.412 - + + -
Teayo
95 Ejido de Castillo de Teayo Naranja Valencia  20°45.779 -97°41.016 - + + -
Teayo
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96 El Ojital Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°42.683 -97°39.736 + o+
97 El Ojital Castillo de Teayo Naranja Valencia 20°42.686 -97°39.739 + 4+
17 18 2
N° de Comunidad Municipio Especie Coordenadas C CT Hp C
muestra L V. SV E
a d V
S d
1 Cazones Cazones Mandarina 20°45.254 -97°19.254 - + + -
Ortanique
2 Km 25 Cazones Naranja Valencia 20°45.513-97°19.706 + + + -
3 Km 19 Cazones Mandarina 20°47.076 -97°18.203 - + + o+
4 Km 30 Cazones Naranja 20°43.149-97°19.380 - + 4+
5 Punto cero Cazones Naranja 20°42.938 -97°23.084 - + + -
17 El Bohemio Cazones Lima persa 20°42.190 -97°16.651 - + + -
18 El Bohemio Cazones Lima Persa 20°42.623 -97°16.244 + - + -
19 El Bohemio Cazones Lima persa 20°42.773 -97°16.195 - + + -
20 El Bohemio Cazones Lima persa 20°40.847-97°19.288 + - + o+
21 El Bohemio Cazones Lima persa 20°42.708 -97°16.913 - + + -
22 El Cabellal Cazones Naranja Valencia 20°40.847-97°19.288 - + + -
23 El Cabellal Cazones Naranja Valencia 20°40.847-97°19.288 + + + -
28 Crucero Km 31 Cazones Naranja 20°42.449 -97°22.067 - + + -
46 Limén chiquito Cazones Naranja Valencia 20°41.903-97°17.936 - - + o+
a7 Migueles Cazones Naranja Valencia 20°41.623 -97°15.597 + + + -
48 Migueles Cazones Lima Persa 20°41.603 -97°15.601 - + + +
49 Los Migueles Cazones Naranja Valencia 20°41.807 -97°15.628 - + + -
50 Los Migueles Cazones Pomelo 20°41.906 -97°15.646 - + + -
51 Rancho Palma Cazones Naranjavalencia 20°42.927 -97°14.830 - + + -
52 Rancho Nuevo Cazones Pomelo 20°40.570-97°11.938 - + + -
53 Rancho Nuevo Cazones Pomelo 20°40.537 -97°11.950 - + + -
5 17 21 5
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N° Comunidad Municipio Especie Coordenadas C H Exo Cac
Muestra T L cort hexi
V B is a
6 La concha Tihuatlan Naranja 20°39.791 -97°23.061 + - - +
7 La Concha Tihuatlan Naranja 20°39.792-97°23.061 + - - +
9 La Concha Tihuatlan Mandarina Monica 20°39.880 -97.27.04 - - - +
10 La Concha Tihuatlan Mandarina Monica 20°39.880 -97.23.108 - - + +
11 La Concha Tihuatlan Naranja 20°39.876-97°23.067 + + - +
12 La Concha Tihuatlan Mandarina - - - +
13 La concha Tihuatlan Mandarina Fairchaild 20°39.789 -97°22.934 + - + +
14 La Concha Tihuatlan Mandarina Tuxpefia 20°39.797 -97°22.929 - - - +
15 La Concha Tihuatlan Mandarina Tuxefia 20°39.824 -97°22.916 + - - +
16 La Concha Tihuatlan Pomelo 20°39.125 -97°23.698 + - + -
77 Ejido del Tihuatlan Naranja Valencia 20°35.533 -97°33.956 - - - +
Sauce
78 Copal Tihuatlan Naranja Valencia 20°35.925 -97°34.653 - - - +
79 Copal Tihuatlan Naranja Valencia 20°36.901 -97°33.691 - - - -
80 Miahuapan Tihuatlan Naranja Valencia 20°38.253 -97°36.577 - - - +
San Nicolas
81 La Tihuatlan Naranja Valencia 20°37.921 -97°36.707 - - - +
Independencia
82 El Mamey Tihuatlan Naranja Valencia 20°38.049 -97°39.165 - - - +
83 El Mamey Tihuatlan Naranja Valencia 20°38.052 -97°39.161 - - + +
84 Las Palmas Tihuatlan Naranja Valencia 20°37.654 -97°38.031 + - - +
71 4 16
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N° Comunidad Municipio Especie Coordenadas C H Exoc Ca
Muestr T L ortis ch
a V B exi
a
24 Venustiano Carranza Tuxpan Naranja 21°09.476 -97°28.277 + - - +
25 Venustiano Carranza Tuxpan Naranja 21°09.476 -97°28.277 + - - +
59 Francisco |. Madero Tuxpan Naranja Valencia  20°44.481 -97°24.107 - - - +
60 Francisco |. Madero Tuxpan Naranja Valencia  20°44.629 -97°23.873 - - - +
61 Francisco |. Madero Tuxpan Naranja Valencia 20°44.649 -97°23.9 -+ - +
62 San José El Grande Tuxpan Naranja Valencia  20°44.909 -97°25.758 - - - +
63 San José El Grande Tuxpan Naranja Valencia  20°44.880 -97°25.795 - - - +
64 El Jobo Tuxpan Naranja Valencia  20°47.076 -97°25.275 - - - -
65 El Progreso Cabellal Tuxpan Naranja Valencia  20°47.138 -97°24.856 - - - -
66 El Progreso Cabellal Tuxpan Naranja Valencia  20°47.655 -97°25.406 - - - +
67 El Zapote Tuxpan Mandarina Monica  20°46.005 -97°26.482 - - - -
68 Ejido Higueral Tuxpan Mandarina Ménica  20°56.792 -97°30.282 - - - -
69 Ejido Higueral Tuxpan Mandarina Monica  20°56.802 -97°30.193 - - - +
70 Ejido El Lindero Tuxpan Mandarina Ménica  20°59.833 -97°34.788 - - - -
71 Ejido el Lindero Tuxpan Mandarina Ménica  20°59.834 -97°34.781 + - - -
72 Frijolillo Tuxpan Mandarina 20°55.166 -97°29.311 - - + +
Fairchild
73 Frijolillo Tuxpan Mandarina Monica  20°55.034 -97°29.236 - - - -
74 Frijolillo Tuxpan Mandarina Moénica 20°54.847 -97°29.090 - - - -
75 Chicolar Tuxpan Mandarina Monica  20°51.002 -97°30.216 - - - -
76 Chicolar Tuxpan Mandarina Ménica  20°50.966 -97°30.179 - - - -
3 1 1 10

62



Numero Localidad Municipio Especie Coordenadas C C Hp C

de L T S E

muestra a Vv vV Vv

S d D

29 Papantla Papantla Pomelo 20°27.382 -97°11.944 - + - -

30 Papantla Papantla Pomelo 20°27.361 -97°11.954 - + + -

31 Papantla Papantla Naranja 20°27.350 -97°12.030 - + + +

32 Papantla Papantla Naranja 20°27.309 -97°12.234 - + + +

33 Papantla Papantla Naranja 20°27.312 -97°12.242 - + + -

54 Rancho El Cedro Papantla Naranja 20°28.913 -97°12.165 - + + -
Valencia

55 Rancho El Cedro Papantla Naranja 20°28.959 -97°12.156 - + + -
Valencia

56 El Cedro Papantla Naranja 20°28.902 -97°11.951 - + + -
Valencia

57 El Cedro Papantla Naranja 20°28.906 -97°12.020 - + + -
Valencia

58 El Cedro Papantla Naranja 20°28.649 -97°09.564 - + + -
Valencia

01 9 2
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