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1. Resumen

Huanglongbing (HLB), también conocida como greening, es considerada
mundialmente como la enfermedad mas destructiva para la citricultura. En la
actualidad, afecta a mas de 140 paises provocando grandes pérdidas en la
industria citricola, principalmente en Asia, Estados Unidos, Sudafrica y Brasil. Las
Unicas regiones citricolas libres de esta enfermedad son la Cuenca del
Mediterraneo, Australia y Nueva Zelanda. El HLB esta asociado a tres especies de
una Alphaproteobacteria gram negativa; Candidatus Liberibacter asiaticus,
Candidatus Liberibacter africanus y Candidatus Liberibacter americanus y se
transmite por dos psilidos, Diaphorina citri y Trioza erytreae. Este agente
bacteriano afecta a la salud de los arboles, asi como al desarrollo, maduracién y en
definitiva a la calidad del fruto. Hasta la fecha no existe cura ni resistencia
comercialmente implementable para el HLB, y una vez infectados, los cultivos a
menudo se vuelven insostenibles debido a su bajo rendimiento. EI manejo
recomendado del HLB implica la identificacién y eliminacion de arboles infectados y
un control exhaustivo del psilido evitando su entrada en zonas libres de la
enfermedad. Muchos productores de citricos estan intentando mantener la
produccion de arboles infectados mediante la aplicacion de cocteles nutricionales a
los fertilizantes, tratamientos térmicos y antimicrobianos que pueden reducir los
dafios producidos por el HLB, pese a los costes que todo ello supone.
Probablemente la solucion mas prometedora y en la que se centran muchas
investigaciones, es la utilizacion de arboles transgénicos que ayuden a controlar el
vector o que sean resistentes al patégeno, aunque se trate de un proceso largo y

costoso.

Palabras clave: Huanglongbing, citricos, ingenieria genética, Candidatus

Liberibacter, Psilido Asiatico de los Citricos, Tri6zido Africano de los Citricos.
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2. Abreviaturas

ARNi ARN de interferencia

Ca. L. Candidatus Liberibacter

CBS Citrus Black Spot

CLaf Candidatus Liberibacter africanus
CLam Candidatus Liberibacter americanus
CLas Candidatus Liberibacter asiaticus
CcLBvV Virus del moteado de la hoja de los citricos
cov Compuestos organicos volatiles
CPsV Virus de la psorosis de los citricos
CRDF Fundacion de Desarrollo e Investigacion de Citricos
CTV Virus de la tristeza de los citricos

D. citri Diaphorina citri

ENP Programas nutricionales mejorados
EE. UU. Estados Unidos

HLB Huanglongbing

Ler Liberibacter crescens

PAM Péptidos antimicrobianos

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
SAR Resistencia sistémica adquirida

T. erytrae Trioza erytreae

UE Unién Europea
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3. Introduccidn

Los citricos son apreciados a nivel mundial por sus cualidades y forman parte
esencial de la dieta humana. Son conocidos por su contenido en fibra, vitamina C,
vitaminas del grupo B y carbohidratos, asi como por su bajo aporte en grasas, lo que
les hace especialmente beneficiosos para la salud. Previenen problemas digestivos,
reducen los niveles de colesterol, confieren propiedades antioxidantes y un tienen

papel protector frente a distintas enfermedades cronicas (1).

Existen dos grandes mercados para los citricos; el mercado de fruta fresca y el de
los productos procesados obtenidos a partir de dicha fruta como es el caso de
mermeladas, gelatinas, aceites para la piel, productos de limpieza, alimento para

mascotas y fitoquimicos como flavonoides.

Los citricos se cultivan en cantidades variables alrededor de todo el mundo, en
méas de 140 paises con clima tropical o subtropical (2). Entre ellos, las naranjas
representan aproximadamente el 70% del total de la produccion. Los principales
paises productores son Brasil, China, India, Estados Unidos (EE. UU.), Méjico, Egipto
y algunos paises de la Union Europea (UE) (Figura 1). Concretamente, Brasil (32%),
China (15%), India (14%), UE (12%) y EE. UU. (10%). Respecto al zumo de naranja,
destacan principalmente dos areas de produccion, el Estado de Sédo Paulo en Brasil
(52%) y Florida en EE. UU. (20%) (3). Por tanto, en estos paises, la industria de los
citricos supone un gran impacto econémico, de hecho en EE. UU., se estima que tan

solo en Florida es de mas de 1.000 millones de ddlares anuales (4).

3,731,000
EE. UU. Panarn 118091"393uia
4,898,000 China
3,000,000 o 7,300,000
Mgjico Egipto India
4,417,000 : L 4
i 6,760,000 ) '}“‘
] Extension del Indonesia
Brasil Huanglongbing
2,510,000
(HLB)
15,100,000 HLB no detectado
¥ Presente, pocos casos
1,560,000 o Presente, confinado
L Sudafrica Hresente

Media de toneladas métricas de naranjas ™ Esparcido
producidas por afio, 2018-2019

Figura 1. Produccion de naranjas en toneladas métricas producidas por aiio (2018-2019) y extension del
Huanglongbing. Fuente: World Markets and Trade, USDA Foreign Agricultural Service 2019.
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El establecimiento comercial del cultivo de citricos es considerado como una
inversion a largo plazo ya que los citricos presentan un largo periodo juvenil y la
mayoria de las especies requieren de 5 a 8 afios para iniciar la floracion y
fructificacion. Factores como la sequia, el frio, la salinidad del suelo y distintas
enfermedades pueden limitar la produccibn y causar importantes pérdidas
economicas. Desafortunadamente, este periodo de desarrollo tan prolongado en los
citricos, junto con su naturaleza sésil, favorece la acumulacion y perpetuacion de
diferentes agentes causantes de enfermedades infecciosas en estas plantas,
incluyendo las de etiologia fungica, bacteriana y viral (5).

Algunos de los ejemplos de enfermedades fungicas que afectan a los citricos son:
la “Mancha Negra” o Citrus Black Spot (CBS) causada por el hongo Phyllosticta
citricarpa, Gray Mold por Botrytis cinérea o el Mal Secco por Phoma tracheiphila. En lo
que se refiere a las virosis, se podrian destacar entre otras, las provocadas por el virus
de la tristeza de los citricos (CTV), el virus de la psorosis de los citricos (CPsV) y el
virus del moteado de la hoja de los citricos (CLBV). En general, todos estos
patégenos, disminuyen el valor de los cultivos debido a su depreciacion estética o la
caida temprana de los frutos (6,7). Sin embargo, la mayoria de estas enfermedades
son conocidas desde hace mucho tiempo y se han estudiado para combatirlas. Pese a
sus limitaciones y desventajas, se han conseguido controlar de forma exitosa mediante
el uso de fungicidas, insecticidas y otros métodos biolégicos (5). En el caso del CTV,
enfermedad virica con el mayor impacto econémico, se ha visto que el establecimiento
de controles bioldgicos tales como la cuarentena, propagacion de plantas libres de
enfermedades (clean stock) y la proteccién cruzada, han sido efectivos para prevenir
la introduccién del virus en las areas productoras de citricos (6). No obstante, en los
ultimos afios dos enfermedades de origen bacteriano han destacado por provocar
grandes pérdidas en los cultivos: Citrus Canker y Huanglongbing (HLB). Aunque el
HLB es la mas devastadora, ambas suponen serias amenazas para la citricultura a
nivel mundial, destacando Brasil y EE. UU., que, como lideres en cuanto a produccion

de citricos, son los mas perjudicados por estas enfermedades (8).

El impacto del HLB en Florida desde su aparicion en 2005 ha causado gran
preocupacion, ya que en tan solo 4 afios ha provocado la pérdida de alrededor del
10% de la capacidad de produccion y mas de 6.600 puestos de trabajo (9). Las
pérdidas han ido creciendo hasta la actualidad, disminuyendo la produccion de
naranjas en mas de un 80% con un correspondiente aumento de su precio del 90%, y
la de pomelos, otro de los productos mas cultivados en Florida, en mas de un 75%,

suponiendo un impacto de mas de 4.600 millones de dolares y mas de 30.000

8
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empleos (10). Por tanto, no es de extrafiar que, desde la aparicion de la enfermedad
en este Estado, se haya invertido en investigacién para encontrar soluciones a corto,
medio y largo plazo. De hecho, en 2008 se cred la Fundacion de Desarrollo e
Investigaciébn de Citricos (CRDF), organizacion responsable de investigar la
enfermedad en Florida.

A pesar de que EE. UU. ha sido el pais mas afectado por el HLB, no ha sido el
anico (Figura 1). En China, donde se originé la enfermedad, la provincia de mayor
produccion, Jianxi, ha perdido més del 25% de sus arboledas. En Brasil, la
enfermedad ha eliminado 52.6 millones de naranjos dulces, una reduccion del 31% de
la produccion, correspondiente a una expansion aproximada de 100 mil hectareas,
desde su deteccion en 2004 (11).

En Europa, la situacién es muy diferente, ya que la enfermedad aun no se ha
detectado. En 2014 se sospeché de la aparicion de un foco en el Algarve (Portugal)
que posteriormente se descartd, sin embargo, llegé a producir la destruccion masiva
de material vegetal de la zona afectada (12). Sin embargo, este mismo afio, se detecto
en Pontevedra uno de los insectos vectores de la bacteria fitopatogena, Trioza
erytreae, y en tan solo tres afios ha llegado hasta Almada (Portugal), a 400 km de

distancia, una zona citricola de este pais.

AlUn no se ha descrito ningin método efectivo para controlar el HLB. Hasta el
momento, en las zonas donde se ha presentado, se ha intentado identificar y talar los
arboles afectados, con el fin de prevenir su propagacion. Ademas, en las zonas donde
la enfermedad se ha expandido se han utilizado diferentes tratamientos como
plaguicidas para controlar los vectores o antibidticos para acabar con las bacterias
(13), métodos que han mostrado resultados moderadamente positivos en el alivio de la
enfermedad. En cualquier caso, estos métodos de control resultan impracticables en la
UE, dado que el uso tradicional de insecticidas quimicos entra en conflicto con la
regulacion 2016/2031 de la directiva 128/2009 sobre el uso sostenible de pesticidas y

las medidas prospectivas en el manejo integrado de plagas de la UE.

Teniendo en cuenta las pérdidas ocasionadas, asi como, la carencia de métodos
efectivos para el control del HLB, existe gran preocupacion de que la enfermedad
llegue a zonas productoras libres del patégeno, como Australia, Nueva Zelanda, y la
Cuenca del Mediterraneo, principalmente a Espafia, Turquia y Egipto, tres de los
mayores productores de citricos en todo el mundo (13). Por ello, es importante
anticiparse a la posible aparicion de la enfermedad profundizando en el estudio y

buscando diferentes herramientas que ayuden en el diagnéstico precoz y su control.
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4. Objetivo

El HLB es actualmente una de las mayores amenazas de la industria citricola y,
hasta el momento, no ha sido posible desarrollar tratamientos que permitan curar la
enfermedad de forma efectiva. Las grandes pérdidas econémicas en algunos de
los paises afectados, intensifica el interés por encontrar soluciones a corto, medio
y, principalmente, largo plazo en las zonas afectadas. Adicionalmente, el HLB
causa una gran preocupacion en los lugares donde la enfermedad aln no se ha
detectado, dada la facilidad que ha demostrado en expandirse. Es necesario un
control estricto en estas zonas y una respuesta efectiva a la presencia de los
vectores del HLB para reducir los riesgos de entrada, asi como, de la dispersién de

la enfermedad.

En esta revision, se pretende presentar una vision global del HLB y exponer las
diferentes aproximaciones que se han realizado para el control de la enfermedad y
sus vectores, y los puntos que se deben abordar en un futuro para avanzar en la

lucha contra la misma.

10
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5. Enfermedad de Huanglongbing
5.1 Historia

El patégeno asociado al HLB es una Alphaproteobacteria gram negativa del género
Candidatus Liberibacter (Ca. L.), restringida al floema y que no puede mantenerse en
una coleccion de cultivo bacteriolégico. Se han descrito tres especies como causantes
de la enfermedad en citricos, Ca. L. asiaticus (CLas), Ca. L africanus (CLaf), y Ca. L.
americanus (CLam) que han evolucionado de forma diferente dependiendo del
continente que refleja su nombre. El HLB se transmite por dos psilidos: Diaphorina citri

(D. citri) y Trioza erytreae (T. erytreae) (14).

La enfermedad es conocida por diferentes nombres: HLB en China, Likubin en
Taiwan, Dieback en India, Leaf Mottle en Filipinas, Vein Phloem Degeneration en
Indonesia, y Yellow Branch, Blotchy-Mottle o Greening en EE. UU. y Sud Africa,
aunque se ha aceptado HLB como nombre oficial (15).

El origen del HLB no esté claro. La enfermedad fue inicialmente descrita en China
en 1919 por Reinking y se denomin6é como “yellow shoot disease”. Sin embargo, mas
tarde, se sugiri6 que el HLB podria haber sido el responsable de la muerte de los
citricos en India en el siglo XVIII (16). Reinking describid los sintomas que caracterizan
la enfermedad en la actualidad: arboles infectados que desarrollan clorosis moteada
en las hojas, brotes amarillos y pequefos frutos verdes asimétricos que caen
temprano. Ademas, los frutos segun maduran, en vez de volverse de colores mas
intensos como amarillo o naranja de abajo hacia arriba, el cambio de color a menudo
se da desde la parte superior donde los frutos se adhieren al tallo hacia la inferior. La
bacteria que causa la enfermedad reside en el floema, tejido vascular encargado del
transporte de los nutrientes. En consecuencia, los arboles infectados no crecen de
igual manera que los sanos, viéndose afectado también el tamafio de sus copas (8,16)

(Ver Figura 5 en el apartado 5.4).

En 1960 se demostr6 que D. citriy T. erytreae son los vectores de la enfermedad y
diez afios después se encontraron células bacterianas en los tubos cribosos (17). Los
postulados de Koch no se cumplen de momento para ningun Liberibacter, y ninguna
de las cepas patogénicas se ha podido cultivar. Unicamente se han cultivado aislados
provenientes de papaya de un miembro perteneciente a este género, Liberibacter

crescens (Lcr), pero no se ha demostrado su patogenicidad (18).

11
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5.2 Agente causal

La bacteria causante del HLB pertenece a la familia Rhizobiaceae y fue
denominada Ca. Liberibacter spp., “Candidatus” por la incapacidad de ser cultivada y

“Liberibacter” refiriéndose al floema o liber donde se encontré (14).

La primera vez que se detectaron bacterias del género Candidatus Liberibacter en
citricos afectados por HLB, fue utilizando el Microscopio Electrénico de Transmision
(19). Aungue la relacién causal entre Liberibacter y HLB es tecnol6gicamente
asociativa, hay fuertes evidencias que apoyan que Liberibacter es el agente causal de
la enfermedad. La implementacion de los métodos de diagndstico, principalmente los
basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), han permitido reforzar esta
hipotesis. Por otro lado, la posibilidad de secuenciar los genomas y otras técnicas y
herramientas moleculares, han sido de gran utilidad para estudiar las interacciones de

Liberibacter con la planta y también con el insecto (20).

Como se ha comentado anteriormente, se han descrito tres especies como
agentes causales de la enfermedad en citricos: CLaf, CLam, y CLas. Las dos primeras
son especies sensibles al calor, y concretamente, CLam sé6lo ha sido descrita en
Brasil, mientras que CLas es una especie tolerante al calor, y esta capacidad, ha
provocado una mayor dispersion entre las zonas tipicas de produccion de citricos,
cuyo clima mas favorable es el tropical y subtropical (21). La distribucién en 2017 de
las tres especies puede observarse detalladamente en la Figura 2.

~

&%

W
\ U\ \0 e
Lx > v f
f & -
‘\, 13 Candidatus Liberibacter africanus (CLaf) \S‘:/ / )}’

! Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas)
Candidatus Liberibacter africanus y asiaticus (CLaf+ CLas)
Candidatus Liberibacter americanus y asiaticus (CLam + CLas)

Figura 2. Distribucion de las especies de Candidatus Liberibacter (CLas, CLaf y CLam) causantes del HLB en
todo el mundo (Adaptado de Michael J. Melzer et al, 2017).
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Desde el punto de vista taxonémico, dentro de la familia Rhizobiaceae, el género
Candidatus Liberibacter forma un cluster con las Alphaproteobacterias mas
estrechamente relacionadas. Una de las caracteristicas de dicho grupo es que poseen
un genoma muy reducido en comparacion con otros miembros que tienen una forma
de vida mas independiente, como pueden ser Rhizobium o Agrobacterium. Segln
refleja la Figura 3, hubo una evolucion gradual a partir de un ancestro comdn y Lcr se
separ6 antes del resto. Tras la divergencia, parece ser que se produjo una extensa
pérdida de genes por parte de Candidatus Liberibacter, por lo que estos miembros
presentan genomas mas reducidos que Lcr. Esto podria significar la pérdida de genes
clave en este tipo de bacterias, que por un lado las hace mas dependientes de sus

hospedadores y por otro dificulta la obtencién de un cultivo axénico (22).

()
- AR
S
o 5o
O KT
=] B. abortus S19 No vector
' B. melitensis 16M
ﬁ- No vector
L—-t_ L » o No vector
B R. sullag HCNTA
_—Q R. leguminosarum ATCC 14479 No vector
R. etli CFN 42
_[—— B. bacilliformis KC583 Pulgas, piojos,
- b—————— B ancashensis 20.00 moscas de arena
 Liberibacter crescens BTO basconadids
'L Liberibacter crescens BT1

Arytaina genistae

Ca. Liberibacter americanus PW-SP
Ca. Liberibacter americanus Sao Paulo

—
Ca. Liberibacter africanus PTSAPSY
Ca. Liberibacter asiaticus Ishi-1
Ca. Liberibacter asiaticus gxpsy
Ca. ibacter a us Ps

Psilido Asiatico de
los Citricos y
Triézido Africano
de los Citricos

Psilido de patata /
tomate / zanahoria

350 300 250 200 150 100 50 0 Mya

| | Brucelosis en animales

No patogénico

Tumor en plantas

|| No patogénico

|| Bartonelosis en animales/humanos
| ]| Desconocido

|| HLB en citricos

|| Infecta plantas solanaceas / apiaceas
Infecta plantas fabaceas

| Cultivable

No cultivable

Figura 3. Tiempo estimado de divergencia de las distintas especies de 'Ca. Liberibacter' y otros Rhizobiales
representativos. El intervalo de credibilidad de la edad de cada nodo corresponde a las barras horizontales azules.
Dichas barras muestran la densidad posterior mds alta (HPD por sus siglas en inglés; 95%), de la probabilidad
posterior en la edad de los nodos. En la parte inferior se muestra una escala de tiempo. Mya (hace millones de
anos). El panel de la derecha del drbol, muestra la culturabilidad, el huésped y el vector de las diferentes especies.
Adaptado de: 10.1111/mpp.12925.
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5.3 Vectores

La principal forma de dispersion de la bacteria causante del HLB son dos vectores:
CLas y CLam por el Psilido Asiatico de los Citricos, D. citri, y CLaf por el Triézido
Africano de los Citricos, T. erytreae. Sin embargo, se ha demostrado
experimentalmente, que ambos vectores son capaces de transmitir las tres especies
de bacterias (12).

Figura 4. A) Adulto del Psilido Asidtico de los Citricos, Diaphorina citri. B) Adulto del Psilido Africano de los
Citricos, Trioza erytreae.

5.3.1 Psilido Asiatico de los Citricos

El Psilido Asiatico de los Citricos, originalmente de India y otras partes de Asia,
fue confirmado por primera vez, en el hemisferio occidental, en Brasil en 1942, pero
no fue hasta 1998 cuando se describié en otras regiones como el archipiélago de
Guadalupe, la cuenca Caribefia, y el sur de Florida (23). No obstante, al no haberse
descrito el HLB y como la presencia de D. citri por si misma no suponia una plaga
de impacto econémico importante, no se tomaron ningun tipo de medidas para
controlar al psilido. Por ello, las poblaciones aumentaron y se diseminaron
rapidamente. De hecho, en el afio 2002 la plaga se habia extendido a Méjico,
Puerto Rico, Jamaica, Republica Dominicana, Islas Caiman, Bahamas y Venezuela,
por tanto, la erradicacion de la plaga resulté imposible (24). Sin embargo, no fue
hasta 2004 que CLas se confirmé en el Estado de S&o Paulo en Brasil y en 2005 la
primera confirmacion del mismo en Florida, se observé mediante muestras de un
pomelo que presentaba sintomas de la enfermedad. En la actualidad se ha
reportado la presencia de D. citri, en 46 paises diferentes, en 5 continentes (Asia,
Africa, América del Norte, América del Sur y Oceania) (25).

CLas depende del psilido para moverse entre las plantas y contribuye a su
supervivencia a largo plazo, ya que la bacteria se replica en el insecto. Existe cierta

14



Joan Candela Ferre Trabajo Final de Grado

evidencia de que CLas evolucioné primero como patdégeno o simbionte de insectos
y posteriormente, se convirti6 en un patdégeno de plantas (26). Los simbiontes
bacterianos de los insectos chupadores funcionan para compensar las carencias
nutricionales del floema, proporcionando ciertos aminoacidos que no pueden
sintetizarse. CLas es ingerido por el insecto y se desplaza a tejidos intestinales
donde puede quedar latente durante ciertos dias. Posteriormente, las bacterias
pueden replicarse, e infectar sistematicamente al insecto, finalmente se traslada a
tejidos salivales donde puede ser expulsada con las secreciones, y por tanto,
infectar a otras plantas al alimentarse de estas (27).

El vector no esta presente en Europa, no obstante, se han de seguir una serie
de recomendaciones para evitar que pueda introducirse, ya que supondria, una
amenaza en la industria citricola. Por ello, es importante respetar las condiciones
legales para la introduccion de material vegetal sensible a la bacteria y plantas
huéspedes del insecto vector.

El principal vector de CLaf es T. erytreae, éste se alimenta de rutaceas. Cuando
el psilido adulto ingiere la bacteria esta penetra en el intestino durante un periodo
de latencia de 21 dias aproximadamente y posteriormente, la bacteria prolifera en la
hemolinfa del insecto. El patégeno sera inyectado con la saliva en la siguiente
planta durante la alimentacién del insecto. Los patdgenos también se pueden
transmitir de madres infectadas a crias no infectadas a través del évulo o por
transmision venérea donde la transmision se da entre machos y hembras durante el

apareamiento (7).

T. erytreae es originaria del Africa subsahariana, aunque actualmente se
encuentra ampliamente distribuida en Africa y de forma restringida en Oriente
Medio y en Europa. La primera vez que se describio la presencia, en Europa, de T.
erytreae fue en 1994, en la isla de Madeira, probablemente, debido al
desplazamiento de material contaminado por transporte maritimo desde puertos
africanos (12). En la actualidad esta distribuida por todas las islas del archipiélago,
y también, en el norte de Portugal Continental. Posteriormente, en Espafa se
detectaron brotes de T. erytreae en las Islas Canarias, concretamente en Tenerife,
La Palma y La Gomera. Actualmente, esta presente en todas las islas a excepcion
de Fuerteventura también en Galicia, principalmente en Pontevedra y La Corufia y

algunas zonas de Lugo y Orense (12). Recientemente, se ha detectado también en
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Cantabria (28). Para evitar la propagacion, se han tomado medidas y se realizan
controles fitosanitarios de citricos y otras rutadceas hospedantes, para verificar que
se encuentran libres de T. erytreae antes de su circulacion por la UE (25).

En general, se ha observado que el desplazamiento y la dispersion de los psilidos
infectados entre zonas productoras limitrofes, suele conllevar a la propagacion del
HLB. ElI mayor movimiento de los adultos es dentro de la planta hospedante o a
plantas cercanas. No obstante, los psilidos son capaces de volar distancias
considerables en busca de hospedadores adecuados, siendo las corrientes de viento
un factor importante para su movimiento. Sin embargo, su dispersion a largas
distancias suele producirse debido al desplazamiento de material vegetal contaminado

movilizado por el ser humano (25).

La experiencia en otras regiones indica que una vez el vector del HLB esta
presente, cuando se produce la entrada de la bacteria, la propagacion de la
enfermedad es imparable. Asi pues, existe la urgencia de tomar medidas para por una
parte, controlar el vector, y por otra, evitar la introduccién de la enfermedad en Europa
y en el caso de que suceda, poder detectarla y erradicarla, especialmente en las

principales areas citricolas.

5.4 Sintomatologia

Se han detallado numerosos sintomas, y muy poco uniformes, especialmente al
inicio de las primeras etapas de la enfermedad, provocando que sea dificil hacer un
diagnéstico de la misma (26). Ademés, muchos de los sintomas son comunes en otras
enfermedades y pueden variar segun la época del afio aumentando las
complicaciones. Concretamente, se ha detallado que la sintomatologia es mas severa

durante las estaciones mas frias respecto a los meses mas calidos (8).

El HLB se caracteriza por la aparicion de “brotes amarillos” completamente
cloroticos (29). Con el tiempo, se ha observado que estos brotes pueden crecer en las
ramas, y en etapas tardias el dosel puede presentar clorosis severa (Figura 5A). Uno
de los sintomas mas caracteristicos de HLB es un patrén irregular de clorosis de las
hojas denominado moteado “manchado” (26,30) (Figura 5C). Las deficiencias de zinc,
manganeso 0 magnesio también producen patrones moteados de clorosis en las hojas
pero simétricos, lo cual difiere en el caso del HLB (31). Segun avanza la enfermedad,
las ramas afectadas se atrofian y se observa un mayor efecto sobre el desarrollo de

las hojas permaneciendo mas pequefias y erectas, debido a la forma que adquieren se
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conocen como “orejas de conejo” (8). Ademas, la lamina de la hoja puede volverse
uniformemente amarilla. Estos sintomas se han apreciado principalmente en las hojas
de la naranja dulce, el pomelo y la pampelmusa. En algunos casos también se
observan hojas engrosadas y venas tipo corcho. Segun avanza la enfermedad,
aumenta la caida de las hojas, la defoliacién y la muerte de las ramas (Figura 5F). En
los arboles mas gravemente afectados por el HLB, la defoliacion es considerable con

copas escasas y “abiertas” (26) (Figura 5B).

El avance de la enfermedad afecta también a los frutos, que presentan coloracion
anaranjada de los haces vasculares del extremo peduncular (Figura 5D) frente al
verde pdlido de los sanos (Figura 5E). En general, son mas pequefios, y pueden
contener semillas abortadas y se produce deformacién y necrosis de los haces
vasculares (32) (Figura 5G). En la fruta afectada por el HLB, la pérdida de la clorofila
empieza por el extremo del tallo, y en general, el color no se desarrolla completamente
(Figura 5H). La enfermedad afecta también a las caracteristicas sensoriales y
fisicoquimicas del jugo de la fruta. Este, en general, es similar en calidad al de la fruta
inmadura, con solidos reducidos y alto contenido de &cidos (33). Concretamente, se
observa una disminucion de la sacarosa, azUcares totales y acido malico mientras que
los niveles de acido citrico, limonoides amargos y flavonoides, entre otros, estan
aumentados (34). Por tanto, afecta a la dulzura y a la acidez, disminuyendo el valor del

mismo.

Se ha visto que se produce una acumulacion excesiva de almidén en el tallo y
hojas, debido a una regulacion ascendente del trasporte de glucosa-fosfato (35). El
almidon permanece indefinidamente en estas partes, afectando de forma negativa al
transporte de nutrientes repercutiendo tanto en los frutos como en el arbol. Cuando el
almidén no es degradado correctamente, provoca inanicion en las raices y la salud del
arbol se deteriora hasta su muerte. Por ello, con el trascurso de los afos los arboles
sintomaticos pueden volverse tan improductivos que ya no son econémicamente

viables e incluso pueden acabar muriendo.
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Figura 5. Sintomatologia caracteristica de la infeccion por HLB. (A) Inicialmente los drboles sintomdticos se
caracterizan por presentar uno o diversos brotes amarillos sobre la copa. (B) Defoliacion caracteristica del HLB.
(C) Clorosis asimétrica en las hojas. (D) Coloracion anaranjada en los haces vasculares del extremo peduncular de
frutos afectados por HLB. (E) Coloracion verde pdlida en los haces vasculares del extremo peduncular de frutos
sanos. (F) Caida de los frutos caracteristica de la enfermedad. (G) Corte transversal que muestra una divisién
asimétrica y curvada, ademds se pueden observar las semillas abortadas tipicas de los frutos afectados por HLB.
(H) Inversion de color que presentan los frutos al madurar. Las frutas pierden valor, son pequeias, asimétricas,
generalmente verdes en la parte inferior y de sabor dcido.

6. Estrategias para prevenir o tratar el HLB

Un factor clave para plantear las estrategias que se pueden llevar a cabo, es tener
en cuenta si el vector y el HLB estan presentes de forma simultanea o no (36). En
Europa, hace més de una década de la presencia del vector, pero la enfermedad sigue
sin reportarse hasta el momento. Sin embargo, el HLB podria llegar a aparecer y, por
tanto, es importante tener en cuenta todas las estrategias que podrian llevarse a cabo

en el caso de que esto sucediese.

El control de las poblaciones de vectores con insecticida y la reduccion de los
sintomas de la enfermedad con antibi6ticos son algunas de las opciones que podrian
utilizarse para tratar esta enfermedad, pero tal y como se ha comentado
anteriormente, estas estrategias no parecen adecuadas en la UE. El interés y la
financiacién para la investigacion sobre el HLB y sobre las diferentes opciones para
controlar tanto el vector como la bacteria han dado como resultado una gran cantidad
de literatura relevante. A continuacion, se realiza una revision de los métodos mas
interesantes para tratar el HLB tanto a nivel preventivo como en el caso de que la
enfermedad ya esté presente.
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6.1 Control del Vector

Tan pronto como el vector es localizado, es muy importante iniciar y mantener un
control riguroso para su contencién. En Florida se empez6 a utilizar insecticida cuando
aparecié la enfermedad, siete aflos después de que se detectase por primera vez la
presencia del vector. En este momento, la poblacién del psilido ya se habia extendido
por todo el Estado, dificultando su control y erradicacién enormemente. Sin embargo,
se comprob6 que la via mas efectiva para la restriccion del vector fue el uso de
diferentes insecticidas aplicAndolos de forma coordinada en grandes areas (8). Uno de
los problemas relacionados con los insecticidas es, que pese a que contribuyen a
reducir las poblaciones del vector e incluso a disminuir la dispersion de la enfermedad
cuando esta presente, no sirven para curar los arboles infectados (37). En estudios
recientes en Brasil y en Florida, se ha visto que los insecticidas contribuyen
eficientemente al control de la enfermedad y reducen la posibilidad de nuevos
contagios. Por tanto, actuar sobre el vector es fundamental, y mas aun, en aquellas
zonas donde la enfermedad no esté presente, ya que la reduccion de la poblacién del
mismo es de gran utilidad como medida preventiva (26).

Esta medida es una estrategia basica e importante para evitar la propagacion del
HLB. Sin embargo, tiene sus inconvenientes, ya que es perniciosa e insostenible,
observando varios efectos secundarios negativos, como residuos quimicos, resistencia
y resurgimiento de plagas (38). Recientemente se ha aprovechado la existencia de
diferentes enemigos naturales de D. citri y T. erytrae para tratar de controlar las
plagas, incluyendo parasitoides, depredadores y hongos entomopatégenos (39). Esta
es una alternativa de interés ya que no presenta los inconvenientes asociados al uso
de productos quimicos. Entre los parasitoides, se han utilizado Tamarixia radiate
(Waterston) y Diaphorencyrtus aligarhensis (Shafee, Alam y Argarwal) para controlar la
poblacion de los vectores en la Republica de Mauricio, la Isla Reunién y los EE. UU..
Los enemigos naturales depredadores investigados incluyen mariquitas, acaros
depredadores, crisopas, arafias, hormigas y mantis depredadoras (revisado en 34). La
utilizacion de hongos entomopatégenos ofrece una gran oportunidad de desarrollo
debido a su importante potencial epidémico y a la conveniencia de la produccién. Sin
embargo, hasta la actualidad, La Isla Reunién y la Republica de Mauricio son las
Unicas regiones en las que la lucha biolégica contra T. erytreae y D. citri ha sido eficaz.
En otros lugares esta alternativa también ha sido probada mediante la introduccion de
parasitos, pero con un éxito muy limitado, por ejemplo en Taiwan (15,36). En el verano
de 2019 se utiliz6 Tamarixia dryi para reducir las poblaciones de Trioza erytreae en

Canarias y en octubre de ese mismo afio se liber6 también en Galicia (40,41). Se ha
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visto que, en general, el control biolégico es dificil de aplicar en areas donde el
principal problema es el HLB. Sin embargo, mas estudios podrian ayudar a lograr un
mayor entendimiento y comprobar si realmente el uso de enemigos naturales para el

control de los vectores puede ser una alternativa exitosa.

En Sudafrica se han tomado medidas para el control del vector aplicando ciertas
condiciones desfavorables para éste. Por ejemplo, el crecimiento de las especies de
citricos en areas con elevada temperatura y baja humedad, afecta de forma negativa
al vector (42). Sin embargo, estas condiciones también pueden afectar al cultivo y, por
tanto, solo son aplicables a aquellas especies de citricos que puedan desarrollarse de
forma favorable bajo estos parametros. Una reciente estrategia ha consistido en la
utilizacion del jazmin naranja (Murraya paniculata) como un cultivo trampa en los
margenes de los huertos de citricos para el asentamiento y dispersion de los pisilidos
(43).

La eliminacion de citricos abandonados o improductivos que puedan servir de
refugio, también es realmente aconsejable con el objetivo de desfavorecer la
dispersion del vector (36).

En aquellas zonas libres de psilidos, la primera linea de defensa y la actuacion
mas efectiva consiste en aplicar medidas de cuarentena. Las poblaciones de T.
erytreae y D. citri no tienen capacidad de expandirse rapidamente en grandes areas.
Por ello, la dispersiéon de estos ha ocurrido principalmente debido a la actividad
humana, y concretamente, al movimiento descuidado de material contaminado. Asi
pues, es necesario que las autoridades fitosanitarias interfieran rapidamente en areas
donde el vector se ha introducido de forma reciente, asi como en aquellas donde
todavia estd ausente. Es importante ademas, implementar la vigilancia y los controles
de monitorizacién preventiva para reducir la introduccion accidental y localizar, tan
pronto como sea posible, cualquier brote de infestacién. Paises como Espafia o

Portugal, por ejemplo, ya han adoptado estas medidas (36).

6.2 Identificaciéon y eliminaciéon de los arboles afectados

Explorar los huertos y los cultivos para identificar los arboles con sintomas de HLB
y eliminarlos es otra de las estrategias que se han utilizado en Florida o Brasil (30). La
identificacidn sistematica y eliminacion de los arboles infectados es el método mas
eficaz y recomendado para manejar la enfermedad. Cuando la tasa de infeccion
alcanza el 28%, es altamente recomendable la eliminacién del huerto entero. Por ello,

tan solo en Brasil se han arrancado mas de 10 millones de naranjos (44).
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Pese a la efectividad de la estrategia, presenta diversas desventajas. La principal
es que la eliminacion efectiva de los arboles infectados depende de un diagndstico
preciso de la enfermedad, y esto es realmente dificil debido a diferentes factores.
Cuando aparecen los sintomas, las bacterias ya han alcanzado poblaciones
demasiado elevadas y el arbol puede haber servido de inéculo durante meses o en
algunos casos incluso afios (45). Al comienzo de la epidemia, el caso de arboles
asintomaticos es muy superior al de aquellos que presentan sintomas y, por tanto, el
diagnostico de la enfermedad se vuelve muy complicado. Igualmente, la falta de
sintomas especificos que ayuden a identificar el HLB complica ain mas esta tarea.
Otro hecho a tener en cuenta es que se trata de una estrategia muy poco rentable
para los productores de citricos, y en algunos casos econémicamente insostenible ya
que supone una pérdida del 100% del rendimiento del arbol sin olvidar el coste de las
inspecciones y operaciones de remocion consecuentes (8). Por otra parte, el tiempo
de recuperacion es muy elevado y el desarrollo de los arboles es un proceso largo,
ademas, en muchas especies la obtencién de los primeros frutos puede tardar mas de
cinco afios (46). Recientemente se ha aprovechado la capacidad olfativa canina para
detectar la presencia de la bacteria mucho antes de la apariciébn de los primeros
sintomas (tan solo a las dos semanas posinfeccién) con una exactitud mayor del 99%

(47), aungque este procedimiento todavia no ha dado el salto a la practica.

6.3 Clean Nursery Stock

Cada afio aumentan las alertas sobre nuevos patégenos debido a la facilidad de
transportar material vegetal y con él nuevos virus, hongos, bacterias etc., hacia paises
donde no existian y donde no se sabe cémo combatirlos. Ante esta problemética,
existen normativas de seguimiento y certificacion de plantas donde, a través de una
serie de controles periddicos, se garantiza por parte de las administraciones una

trazabilidad de la variedad y sanidad del vivero.

En el caso de la produccién de citricos, es esencial obtener arboles de viveros
libres de CLas, CLaf, CLam y de otros patégenos transmisibles por injerto. En Florida,
los viveros certificados, cumplen con estrictas regulaciones que se impusieron cuando
se detectd la bacteria causante del HLB. Estos viveros de citricos deben estar bajo

continua inspeccion y tratarse con insecticidas durante la produccion y antes del envio.

6.4 Aproximaciones terapéuticas para acabar con CLas

La mayoria de estudios se han centrado en como acabar con CLas ya que, de las

tres especies bacterianas causantes del HLB es la que mayor impacto ha tenido.
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Como se ha comentado anteriormente, esto es debido, principalmente, a la tolerancia
al calor caracteristica de esta especie, que favorece su dispersion en los climas
tropicales y subtropicales.

Cuando se produce la infeccién por CLas y empiezan a aparecer los primeros
sintomas, es importante decidir cdmo abordar el problema. Normalmente, y pese a las
complicaciones comentadas, se tiene que decidir entre talar y eliminar los arboles que
presentan sintomas y aquellos que puedan estar infectados, o mantener los cultivos
hasta que ya no sean rentables. Teniendo en cuenta que la eliminacién de los arboles
supone pérdidas de produccion del 100%, en muchas ocasiones los agricultores se
ven forzados a mantener el cultivo incluso con la infeccion presente. Para controlar la
enfermedad y pese al coste que esto supone, se utilizan diferentes estrategias como el

uso de antibioticos, la mejora de la nutricién o la terapia térmica.

Hasta el momento el uso combinado de antibidticos no se ha adaptado como
tratamiento por diversas razones como; los obstaculos reglamentarios, la dificultad en
cuanto a los métodos de aplicacion y la eficiencia de los mismos (8). En los ultimos
afios, el interés por el uso de antibidticos ha aumentado considerablemente, debido a
las escasas alternativas para tratar la enfermedad a corto plazo y las grandes pérdidas
que esta conlleva. Hasta el momento, los estudios parecen indicar que los
tratamientos son mas efectivos cuando se combinan dos o mas antibidticos (p. ej.
estreptomicina y penicilina o ampicilina sddica y rifampicina) (48,49). No obstante,
pese a suponer una alternativa realmente interesante, no se ha conseguido la
eliminacion total de las bacterias, aunque se ha logrado disminuir las poblaciones y

que esto suponga un impacto muy positivo sobre los cultivos (2).

La estreptomicina, la oxitetraciclina y la kasugamicina son antibiéticos que ya han
sido aprobados para su aplicacion en cultivos en EE. UU. (50). Se utilizan para
controlar una enfermedad conocida como “fuego bacteriano” causada por Erwinia
amylovora, y también se permite el uso de estreptomicina para controlar la
enfermedad del Citrus Canker en Florida (51). El caso del HLB, es algo mas complejo
gue las anteriores ya que se trata de una enfermedad causada por una bacteria
limitada al floema y, por lo tanto, la via de administracion de antibioticos es mas
complicada. Los compuestos antimicrobianos utilizados para el tratamiento y control
del HLB deben estar activos dentro de la planta, ser facilmente depositados en el
floema, no mostrar fitotoxicidad, tolerar temperaturas severas y no limitar la resistencia

a los patégenos (50). Se han realizado estudios para determinar tanto la eficacia
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contra CLas como la fitotoxicidad que puede provocar el uso de diferentes antibiéticos.
En concreto, en un estudio llevado a cabo por Zhang et al. en 2014, se seleccionaron
31 antibiéticos y comprobaron sus efectos. Entre ellos, la ampicilina, carbanicilina,
penicilina, cafelaxina, rifampicina y sulfadimetoxina fueron efectivos en reducir la

infeccion significativamente y mostraron una fitotoxicidad limitada (52).

Con el objetivo de determinar la eficacia de diferentes antibiéticos contra el HLB, se
estan realizando diferentes ensayos. Las inyecciones de antibidticos en el tronco han
mostrado resultados positivos, no obstante, esto puede llegar a no ser rentable desde
la perspectiva econdmica y logistica (53). Por esta razén, seria conveniente realizar
mas estudios con el objetivo de superar esta limitacion. Pese a esto, en Florida, la
CDREF, trata de favorecer que se permita el uso de dos formulaciones de oxitetraciclina
y una de estreptomicina que podrian proporcionar una terapia efectiva para los arboles
afectados por el HLB (8).

Recientemente, se han realizado méas estudios combinando diferentes antibiéticos
con el objetivo de obtener una estrategia mas efectiva y por tanto mas rentable.
Concretamente, se ha comprobado que la aplicacibn de ampicilina sédica y
rifampicina, puede resultar realmente interesante (2). Estos antibioticos son capaces
de reducir significativamente la poblacion de CLas y, en consecuencia, disminuir los
sintomas causados por el HLB. Los resultados obtenidos en este estudio muestran
qgue, en los arboles infectados por ClLas y posteriormente tratados con esta
combinacién de antibiéticos, aumenta la producciéon de fruta y disminuye la caida de
ésta. Asimismo, los frutos que se obtienen son de mayor calidad. Adicionalmente, otro
estudio ha demostrado que la combinacién de estreptomicina y penicilina también

podria ser eficaz controlando CLas (48).

El modo de acciéon de cada antibidtico es distinto, y por tanto los resultados de
utilizar unos u otros en arboles afectados por el HLB varia. Adicionalmente, diferentes
estudios han demostrado que el uso de antibiéticos mejora cuando se utilizan de forma
combinada. Sin embargo, diversos problemas relacionados con la fitotoxicidad, la
resistencia a los antibioticos y la dificultad de su aplicacion, son aspectos a tener en
cuenta. Por todo esto, se requieren mas estudios que ayuden a contestar muchas de
las preguntas aun por resolver respecto al uso de antibidticos en esta enfermedad,
hacerlo podria ayudar al entendimiento de la misma, y hacer frente de forma efectiva a

esta.
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La aplicacion de cocteles nutricionales en los fertilizantes con el objetivo de
controlar los efectos nocivos provocados por el HLB, ha sido un tema de discusién y
debate debido a la controversia en los resultados obtenidos en diferentes estudios. Sin
embargo, la mayoria de los informes son anecdéticos y no tienen suficiente validez

estadistica (8).

Por una parte, esta aplicacién nutricional ha sido una practica comun en China, con
el objetivo de prolongar la vida productiva de los arboles infectados (54). Sin embargo,
mas de 60 afos de revision y experiencia en el campo en este pais, no ha evidenciado
gue el uso de estas aproximaciones pueda mantener la productividad de los arboles
afectados por el HLB o ralentizar el progreso de la enfermedad (55). Se ha comparado
el uso de diferentes “programas nutricionales mejorados” (ENP de Enhanced
Nutritional Programs), y los resultados demostraron que no habia diferencias

significativas en el rendimiento o calidad en comparacion con los controles (56).

Por otra parte, se realizaron encuestas y entrevistas con trabajadores y cientificos
e indicaron que los arboles sintomaticos, si son manejados adecuadamente pueden
seguir siendo productivos durante afos, siendo la nutricion, el riego y el control de la
plaga, aspectos claves que contribuyen a la productividad (57). Ademas, poco
después de confirmar el HLB en Florida, se publicé un informe anecdético de Maury
Boyd, un productor de citricos de este Estado que indicé que aplicaciones foliares de
varios productos nutricionales aumentaban el vigor y la productividad (58). Boyd
desarrollé un céctel conocido como “coctel Boyd” que fue adoptado junto a otras
variantes similares por muchos productores de citricos en Florida que creian que estos
ENP podrian retrasar o incluso detener el avance del HLB, extendiendo la vida
productiva de los arboles. De hecho, en 2012 se estimé que méas del 90% de
productores de citricos en Florida utilizaban los ENP y el manejo del vector, como
medidas para mantener los arboles afectados por el HLB (59). En la actualidad, el uso

de estos ENP, hace que este sea el mayor coste en la produccién de citricos (60).

En el Hemisferio Occidental, no ha habido resultados consistentes que corroboren
los efectos beneficiosos de los ENP (55,60), aunque la publicidad emitida por las
campafas de las industrias agricolas sugiere lo contrario (56,61). A pesar de los
efectos inconsistentes de los ENP en la salud y productividad de los citricos, los datos
han demostrado que los tratamientos nutricionales no tienen ningin efecto en las
poblaciones de CLas en un arbol infectado o en la tasa de propagacion del patdégeno

en los arboles o huertos (56,62,63). En un estudio realizado, se observé que no
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existieron diferencias en la incidencia de infeccion entre ninguno de los tratamientos
comparados que incluyeron ENP, aplicacion de insecticida, combinacién de ENP e
insecticida y controles no tratados (63). En este estudio, todos los arboles evaluados
fueron HLB positivos, a pesar de que las poblaciones de D. citri fueron
consistentemente mas bajas en los arboles tratados con insecticida que en los arboles
no tratados. Estos resultados sugieren que las aplicaciones de insecticidas y de ENP
podrian no tener efecto en retrasar la propagacion del HLB una vez que los arboles
han sido infectados por CLas (64). Tomados en conjunto, estos resultados ponen en
duda el valor de la aplicacion continua de insecticidas después de un alto nivel de
infeccion por CLas, asi como el uso de ENP. Dada la controversia observada, seria
realmente interesante aumentar los esfuerzos por demostrar si realmente tienen algin
efecto positivo 0 no, y evaluar la relaciéon entre el coste y los beneficios en caso de

presentarlos.

La terapia termal o termoterapia es un tratamiento alternativo a la nutricién o los
antibiéticos que ha sido utilizado para eliminar o prevenir ciertas enfermedades en
plantas. Principalmente se ha utilizado el calor seco y el tratamiento con agua caliente
(65). Se ha reportado que la termoterapia ha sido efectiva en el caso de enfermedades
virales cloréticas, del amarillamiento del melocotén, para prevenir el rapido declive de
los citricos y la inactivacion del CTV en yemas (50). En el caso del HLB, se ha
demostrado que en invernaderos y camaras de cultivo es una estrategia efectiva
reduciendo a niveles infimos la poblacion de CLas, aumentando el vigor de los citricos
y promoviendo el crecimiento y desarrollo de la raiz (66). Se ha demostrado incluso
que las plantas infectadas con HLB pueden llegar a recuperarse y CLas puede llegar a
ser erradicado (67). Se han utilizado temperaturas superiores a los 40°C para tratar los
arboles afectados por HLB, ya que la bacteria causante de la enfermedad es tolerante
al calor y es capaz de soportar temperaturas de hasta 35°C. Los valores de CLas en
los arboles tratados se analizaron mediante PCR cuantitativa. En el estudio se vio que
trascurridos 90 dias de calor se produjo una reduccion de los titulos a niveles minimos
y tras 180 dias de tratamiento térmico la eliminacion de las bacterias fue completa. Se
sabe que ClLas se desplaza sistémicamente hacia las raices. Para un remedio a largo
plazo, la eliminacion completa del patdgeno en las raices es fundamental (68). Sin
embargo, actualmente no es posible elevar las temperaturas de las raices en los
huertos (69). Este es el principal inconveniente de la terapia térmica y probablemente
debido a este hecho los resultados de algunos estudios han sido inconsistentes (8).

Por ello, para controlar el HLB completamente, se ha planteado que una de las
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estrategias mas eficientes podria ser la combinacion de la termoterapia y de

antibiéticos, siendo necesarios mas estudios que profundicen en su uso combinado.

6.5 Especies de citricos resistentes al HLB

Todos los tipos de citricos comerciales importantes son susceptibles al HLB pero a
distintos niveles, existiendo diferencias entre ellos en cuanto al comportamiento y
afectacion de la enfermedad. Algunos ejemplos reportados de menos susceptibilidad
se han dado en las limas, pomelos, limones y otros citricos no cultivados (revisado en
11). Se ha observado que parametros como la frecuencia de infeccion, la poblacién
bacteriana y los sintomas, pueden variar entre diferentes especies (70). Otros estudios
apoyan esta afirmacion, y han profundizado en la susceptibilidad de diferentes
especies (71,72). Concretamente, se ha visto que Poncirus trifoliata (P. trifoliata) es
menos susceptible al HLB (72,73). Este se utiliza como base para el injerto de varias
especies de citrus en plantaciones comerciales. Se ha visto que los hibridos de P.
trifoliata presentan menor susceptibilidad al HLB, aunque no esta claro el motivo y son
necesarios mas estudios para confirmar estos hechos. Por ello, se estan llevando a
cabo diferentes programas con el objetivo de mejorar las propiedades de los citricos
en Florida y desarrollar nuevas variedades con una menor susceptibilidad (74,75). Sin
embargo, la evaluacion de esta susceptibilidad al HLB de manera significativa requiere
varios afos de ensayo a escala comercial y hasta el momento los datos disponibles
son muy limitados. La obtencion de variedades resistentes a la enfermedad podria ser
el enfoque mas eficiente y sostenible para controlar el HLB. Sin embargo, la mejora
tradicional de los citricos se ha visto a menudo obstaculizada por la esterilidad de los

ovulos, las incompatibilidades sexuales y de injerto, y la prolongada juventud (76).

Ademés de la mejora convencional, se han utlizado diversos métodos
biotecnoldgicos para desarrollar variedades de citricos modificadas (77,78).
Concretamente, existe un gran interés en las estrategias transgénicas con el objetivo
de reducir la susceptibilidad al HLB en los cultivos normalmente utilizados en la

industria.

La resistencia genética al HLB se considera clave para la supervivencia de la
industria citricola de Florida y, por lo tanto, ha sido un objetivo primordial en la
investigacion. Sin embargo, la seleccion e hibridacion, la mutagénesis y la hibridacion

somatica todavia no han dado lugar a variedades de citricos altamente resistentes o
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inmunes comercialmente aceptables (20). No obstante, la utilizacién de genes de otras

plantas en enfoques de ingenieria genética es una linea prometedora (79).

Se han desarrollado muchas nuevas lineas transgénicas en varios proyectos. La
mayoria poseen resistencia a CLas, y el resto estan destinadas al control del vector.
La transformacion de los citricos se ha logrado mediante Agrobacterium tumefaciens
(A. tumefaciens), principalmente en protoplastos, hojas, segmentos de tallo, semillas,
epicotilos y suspensiones celulares embriogénicas (80). Sin embargo, uno de los
mayores inconvenientes es la pérdida en la eficiencia de transformacion. Esta puede
verse influida de forma negativa por diversos factores como son el genotipo, la edad,
el tipo de explante, la cepa de A. tumefaciens, el procedimiento de inoculacion, las

condiciones de precultivo o el régimen de seleccién (5).

A pesar de los desafios asociados a la transformacion de los citricos, el interés por
el desarrollo de lineas transgénicas es muy alto. Para ello, se estan llevando a cabo
diferentes estudios utilizando distintas estrategias como; la identificacion de genes de
resistencia a la enfermedad (81), el uso de péptidos antimicrobianos (PAM) (49) y
anticuerpos contra proteinas de ClLas (82), el analisis de interacciones planta-
patdgeno describiendo asi proteinas efectoras de la bacteria contra las que poder
actuar (83) o el uso de promotores dirigidos especificamente al floema que permiten la
expresion localizada del gen de interés en el lugar donde reside la bacteria (84). De
entre estos estudios, la utilizacion de genes de resistencia y los PAM han presentado
buenos resultados y su expresion en plantas para hacer frente a la enfermedad resulta
de gran interés, por ello, se detallan a continuacion algunos de los estudios mas

prometedores.

Los PAM se han utilizado como una nueva estrategia para el control de las
enfermedades de las plantas, debido a la necesidad de alternativas con menor o
ningun efecto de toxicidad e impacto en el medio ambiente (85). El modo de accién de
los PAM no estd completamente dilucidado, pero la mayoria de ellas inhiben el
crecimiento microbiano mediante la permeabilizacion de la membrana celular a través
de la formacion de poros u otros efectos liticos que permiten el flujo de iones y
nutrientes esenciales a las células (86,87). Un problema potencial es que los péptidos
que actuan sobre las membranas no son completamente selectivos para las células
microbianas y pueden presentar también toxicidad potencial para las células
eucariotas (88,89). Por consiguiente, deben realizarse estudios detallados para

determinar si una linea concreta es viable o no para el control de los fitopatdégenos.
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Una de las ventajas de los PAM es el amplio espectro de accién, ya que el uso de un

solo péptido podria conferir resistencia a multiples patégenos (90).

Concretamente y en base a los resultados, el péptido citrus-ampl, aislado de
citricos puede considerarse uno de los candidatos mas prometedores de los
analizados hasta el momento, ya que ha demostrado un efecto bactericida en las
células procariotas, y una baja toxicidad en las células eucariotas (49). Es importante
recalcar ademas que el hecho de contar con la secuencia completa del genoma de
Citrus sinensis, contribuye en este tipo de estudios a reducir los problemas de

desregulacion y evitar la adicién de secuencias extrafias en los citricos.

Uno de los trabajos mas avanzados, es el de los citricos transgénicos resistentes al
HLB que expresan dos genes de defensinas de espinacas, familia de péptidos dentro
de los PAM en plantas (91). En la actualidad, se han obtenido ya los permisos de los
Servicios Reguladores de Biotecnologia del Servicio de Inspecciéon de Salud Animal y
Vegetal (APHIS) y de la Agencia de Proteccion Ambiental para realizar pruebas de
campo mas extensas tanto en Florida como en Texas (20).

Otro enfoque reciente de mejora genética en citricos es el uso de genes que
permiten inducir la resistencia sistémica adquirida (SAR). Esto ha dado lugar a la
produccién de arboles transgénicos resistentes a enfermedades como el Citrus Canker
(78) vy los resultados parecen prometedores en el HLB (77). La SAR es una respuesta
de defensa de las plantas que da lugar a la expresion de genes de defensa especificos
que aumentan la resistencia innata a una mayor infeccién por patégenos (92). La
utilizacion del SAR es un método novedoso para emplear el sistema inmunol6gico
inherente de la planta para reducir el desarrollo y la propagacién de la enfermedad. El
SAR proporciona proteccion contra un amplio espectro de microorganismos y se
asocia con la produccion de proteinas relacionadas con la patogénesis (93). Los
resultados de un estudio mostraron que la sobreexpresion del gen AtNPR1 podria
proporcionar resistencia al HLB (77). Se ha visto que algunas lineas transgénicas que
sobreexpresan AtNPR1, bajo el promotor constitutivo CaMV35S y un promotor
especifico del floema (AtSUC2), han mostrado una reduccion de la gravedad de la
enfermedad y un pequefio porcentaje permanecieron libres de la misma, después de

36 meses de plantacion en un campo infectado por el patégeno.

Ademas, se han realizado diferentes estudios “dmicos” y en concreto
transcriptomicos para comprobar la diferencia de expresion génica entre especies

tolerantes como Citrus hystrix y P. trifoliata, y especies susceptibles como Citrus
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sinensis. Sin duda, estos trabajos pueden ayudar a la identificacion de genes

interesantes para la futura obtencion de plantas resistentes al HLB (94,95).

A pesar del optimismo de que las mejoras de la resistencia al HLB producidas
mediante tecnologias de ingenieria genética podrian suponer el fin de la lucha contra
el patdgeno, existen diferentes inconvenientes que podrian retrasar este objetivo. Por
una parte, el desarrollo de lineas transgénicas esta frenado por los problemas técnicos
asociados a la transformacién de los citricos (5). Ademds, existe una gran
preocupacion sobre la aceptacion de alimentos transgénicos en la industria alimenticia.
En relacion a esto, en un estudio realizado por Singerman et al. en 2017 mostraron
que las preocupaciones especificas mas importantes acerca de los citricos
genéticamente resistentes al HLB incluian, por orden, I) la aceptacién del consumidor,
II) la aceptacién del elaborador, 1ll) cuestiones de produccién, IV) el costo de
adquisicion y plantacion de los nuevos arboles, V) cuestiones de seguridad
relacionadas con el origen de los genes afiadidos, y VI) preocupaciones ambientales
(96). A todo esto se afadiria el proceso de reglamentacion que puede ser dificil y
largo, ya que los representantes de organismos reguladores deben de aprobar el uso

de los nuevos cultivos de citricos transgénicos (20).

7. Perspectivas de futuro

La mejora de la deteccion del HLB a partir de la capacidad olfativa canina (47),
podria suponer que la identificacion de los arboles afectados y su eliminacién se
convierta en una de las alternativas mas eficaces para acabar con la enfermedad. Sin
embargo, como se ha descrito anteriormente, este método presenta como principal
inconveniente, el coste econdmico que supone la pérdida de los arboles asi como las
inspecciones necesarias. Es por esto por lo que el escenario actual tiene como
objetivo principal mantener la productividad de los arboles infectados con ClLas y para
ello, se estan investigando numerosos tratamientos terapéuticos, aunque hasta la
fecha ninguno ha demostrado ser eficaz. El uso de antibitticos y la termoterapia, se
presentan como las dos alternativas mas prometedoras y quizas, su uso combinado
podria suponer un gran avance para acabar con la enfermedad. Profundizar en el
estudio de estos tratamientos podria ayudar a controlar el HLB a corto plazo. Sin
embargo, el desarrollo de nuevos cultivos menos susceptibles al HLB que los
utilizados actualmente, ya sean mediante el cultivo convencional o la transformacion
genética se plantea como la Unica esperanza a largo plazo contra la enfermedad. No

obstante, la mejora de los citricos es un proceso muy largo y, por tanto, obtener
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variedades resistentes al HLB para reemplazar las utilizadas actualmente, puede llevar

mucho tiempo.

Los métodos de cultivo convencionales presentan limitaciones para producir
nuevos cultivos de citricos con mayor resistencia a las enfermedades (81). Por lo
tanto, la ingenieria genética, incluidas las tecnologias transgénicas o de edicion del
genoma, podria ser el método elegido para superar estas limitaciones y permitir la
liberacion de cultivos transgénicos con caracteristicas deseables en un plazo de
tiempo mas breve (21). Sin embargo, la obtencion de estos cultivos y los ensayos
necesarios siguen siendo procesos largos. Ademas, los obstaculos reglamentarios que
acompafian a la liberacién de los citricos transgénicos puede alargar aun mas el

proceso.

La eficiencia de la transformacién es uno de los principales motivos que dificulta y
retrasa la obtencion de cultivos transgénicos resistentes al HLB (20). Existe la
necesidad de desarrollar sistemas de transformacion altamente eficientes para los
genotipos de citricos de interés comercial. Mientras tanto, podria ser Util seleccionar un
huésped citrico susceptible, pese a que no sea de interés comercial, que proporcione
niveles constantemente altos de transformacion como modelo que pueda utilizarse
para evaluar los genes de interés. Un avance mas rapido en la transformacion de los
citricos deberia ser un objetivo primordial de todos los equipos que trabajan en los

proyectos de ingenieria genética.

Respecto a los obstaculos reglamentarios, la industria de los citricos deberia de
seguir los pasos de otros sectores que ya han recibido aprobaciones reglamentarias
para cultivos transgénicos o que estan en proceso de obtenerla, como las manzanas,
ciruelas y las papayas. De este modo se podria facilitar y agilizar estos procesos en la

industria citricola.

En las zonas afectadas por la crisis provocada por el HLB, las soluciones a largo
plazo supondran, probablemente, la combinacién de diferentes métodos. Es probable
que la gestién de la enfermedad dependa tanto de la reduccién del vector como el

desarrollo de huéspedes resistentes al HLB de forma duradera.

En las zonas donde la enfermedad aldn no ha sido detectada, se ha de evitar la
introduccion, tanto de la bacteria como de sus vectores utilizando las medidas de
cuarentena adecuadas. Las experiencias de otras zonas citricolas demuestran que la
respuesta a la presencia de alguno de los vectores del HLB debe ser rapida para

reducir los riesgos de entrada y/o dispersién de la enfermedad. En estos casos, por
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tanto, el mejor punto sobre el que actuar es el control de la transmisién mediada por
insectos (36). Las dificultades asociadas a trabajar con el patdgeno, y la falta de
informacidn sobre las interacciones bacteria-huésped dificulta el disefio de estrategias
eficaces para controlar la infeccion (20). Por ello, en Europa deberian ponerse en
marcha medidas para hacer frente al vector, reduciendo su poblacion y limitando su
predileccién por los citricos, con el objetivo de dificultar la entrada de la enfermedad en
la regién y si esto sucede, poder controlarla mas facilimente (97). Se proponen
diversas aproximaciones que deberian de estudiarse en los préximos afios que

podrian ayudar a lograr este objetivo, estas se resumen en la Figura 6 (97).

Una alternativa interesante es la generacién de cultivos modificados genéticamente
que expresan una proteina (Cry) de Bacillus thuringiensis que cuando es ingerida por
el insecto se procesa y une a receptores especificos que conducen a su muerte.
Ademas, los humanos y la mayoria de insectos beneficiosos carecen de estos
receptores, por tanto es una tecnologia inocua para estos. Se han encontrado
diferentes cepas de Bacillus thuringiensis capaces de matar a las ninfas D. citri (98).
La investigacion de su efectividad en T. erytreae aun debe de ser probada, pero la
sobreexpresesion de estos genes podria ser un método interesante para generar

plantas resistentes a ambos insectos.

Otra técnica que se ha utilizado para el manejo de plagas es el silenciamiento de
genes esenciales para la vida del vector, mediante ARN de interferencia (ARNi). Su
efectividad para acabar con el vector ha sido demostrada mediante la aplicacion
exogena de dsARN especificos (99). El desarrollo de plantas transgénicas capaces de
inducir estos ARNi frente a uno o mas de estos genes diana supondra una forma

eficaz de limitar la supervivencia del insecto y, por tanto, la transmision del HLB.

Otra de las alternativas que cabe destacar es el papel de los compuestos
organicos volatiles (COV). Estos participan en la defensa de las plantas, en la
comunicacion con otros organismos e incluso en la comunicacion entre distintas partes
de la propia planta (100). Se ha observado que D. citri es atraida por el aroma de las
hojas y repelida por distintos compuestos sulfurosos que son emitidos de forma
transitoria por las hojas de la guayaba en respuesta a una herida. La presencia de
guayabas junto a citricos en cultivos mixtos ha demostrado que ejercen un papel
protector frente a la infeccion por el HLB (101). El andlisis de emisiones de COV de
diferentes variedades de citricos y guayabas ha permitido identificar compuestos que
repelen a D. citri. La sobreexpresion de genes que inducen estos compuestos puede

conducir a la obtencion de variedades que resultarian repelentes para el insecto.

31



Joan Candela Ferre Trabajo Final de Grado

Ademas, determinar cudles de los COV son responsables de la atraccion de estos
insectos y limitar su sintesis mediante ARNi o edicibn gendmica con herramientas
como CRISPR/Cas9 en las hojas o en los brotes puede ser otro enfoque interesante.
Por tanto, profundizar en el estudio de estos COV tanto para D. citri como para T.
erytreae puede ser una alternativa de gran interés para lograr su control, ademas,
utilizar secuencias del propio genoma de los citricos para realizar estas

modificaciones, facilitaria su regulacion y aceptacion por el consumidor (97).

Por el momento ya se estan realizando los primeros ensayos de naranjos
modificados genéticamente mediante algunas de las estrategias descritas y se espera
gue, en un futuro préximo, la implementacion de estas estrategias permita contribuir a
controlar el HLB y sus vectores.

C) Emisién de volatiles

repelentes para el

psflido Ingesta y consiguiente

muerte del insecto

A) Proteinas CRY

D) Bloqueo de la emisién
de volatiles atrayentes
para el psilido

Figura 6. Posibles estrategias biotecnologicas encaminadas a controlar las poblaciones de los psilidos causantes
del HLB. A) Expresion de proteinas CRY de Bacillus thuringiensis que conduce a la muerte del psilido. B)
Silenciamiento de genes esenciales para la vida del vector mediante la aplicacién exégena de dsARN especificos.
C) Sobreexpresion de genes que inducen la emision de COV repelentes para el psilido. D) Limitacion de la sintesis
de COV responsables de la atraccion de los insectos. Adaptado de Alquézar y Peiia, 2016.
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8. Conclusion

El HLB es la amenaza méas grave para la produccibn mundial de citricos,
provocando la disminucion de la productividad y de la calidad de los frutos hasta
acabar con la viabilidad econdmica de los arboles. El HLB se ha extendido por la
mayoria de las regiones productoras de citricos del mundo, a excepcion de la Cuenca
del Mediterraneo, Australia o Nueva Zelanda. Sin embargo, en paises como Espafia o
Portugal, se ha detectado la presencia de T. erytreae, y por tanto, la entrada del HLB

es una seria amenaza para la industria citricola de esta zona.

Aunque se han investigado numerosos tratamientos terapéuticos con el objetivo de
acabar con el HLB y mantener la productividad de los arboles infectados con ClLas,
hasta la fecha ninguno ha demostrado ser efectivo. Profundizar en el estudio de los
mismos puede ser de gran ayuda para acabar con la enfermedad. Sin embargo, el
desarrollo de cultivos menos susceptibles al HLB que los estandares actuales, ofrece
la Unica esperanza a largo plazo de encontrar una solucién a la enfermedad. El
enfoque mas prometedor para el desarrollo de cultivares resistentes al HLB es a través
de la transformacién genética, ya que se puede lograr mas rapidamente que la
reproduccién convencional. Por tanto, es una alternativa de gran interés y los préximos
estudios deberian de centrarse en avanzar en este campo. Adicionalmente, la
ingenieria genética también podria ser clave en las zonas donde el vector esté
presente, aunque no lo esté la enfermedad, ya que existen diferentes alternativas de

gran interés para su control.
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9. Metodologia

Estrategia de busqueda: Para una primera aproximacion al tema, se realizd una

busqueda de revisiones que tuviesen como tema central el Huanglongbing (HLB). Para
ello, se utilizaron las plataformas PubMed y Web Of Science, utilizando como palabras
clave “Huanglongbing review” y “HLB review”. De entre los resultados se escogieron
los articulos que mejor se ajustaban al objetivo, obtener una vision general de la
enfermedad. Ademas, dada la importancia de un autor en el HLB se decidié hacer una
busqueda de todos los articulos de dicho autor relacionados con el HLB, repitiendo las
busquedas anteriores y afadiendo como autor “J. M. Bové”. Posteriormente, se
realizaron busquedas para profundizar en el conocimiento de los vectores, agente
causal y la sintomatologia, utilizando como palabras clave “Asian citrus psyllid”,
“Diaphorina citri”, “African citrus psyllid” y “Trioza erytreae” para el vector; “Candidatus
Liberibacter’, “Candidatus Liberibacter asiaticus” y “Candidatus Liberibacter
americanus” para el agente causal; “HLB-associated symptoms” vy
“HLB/Huanglongbing symptoms” para la sintomatologia. Ademas, se realiz6 otra
busqueda con el objetivo de conocer en detalle las diferentes alternativas utilizadas y
en investigacion, para tratar la enfermedad, para ello se usaron como palabras clave
“HLB/Huanglongbing management”, “Control of HLB/Huanglongbing”,
“HLB/Huanglongbing management strategies”. Finalmente, se realizé una busqueda
adicional para profundizar, concretamente, en las estrategias relacionadas con la
mejora genética, ya que se trata de los aspectos mas prometedores en este ambito,
para ello se utilizaron como palabras clave “HLB/Huanglongbing genetic engineering”.
Las busquedas se han realizado entre los meses de Marzo y Junio de 2020,
concretamente, las Ultimas busquedas se han realizado el 20 de Junio de 2020, donde
se ha realizado una revision general de todos los temas comentados, comprobando,

gue no se hubiese actualizado ninguno de estos con nueva informacion.

Criterios _de inclusion v exclusiéon: Se incluyeron las publicaciones recientes,

principalmente las realizadas en los Gltimos 5 afios sobre cada uno de los temas, a
excepcion de cuando se realiz6 una busqueda general del tema, ya que se pretendia
obtener un visiébn mas global. Se utilizé la informacién que era relevante para cada uno
de los puntos de desarrollo del presente trabajo. Ademas, se incorpor6 la informacién
que era citada en las publicaciones seleccionadas, pese a la antigledad, si era

oportuna a la hora de explicar aspectos importantes.
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10. Autoevaluacion

El trabajo presentado se ha realizado a partir de la estancia en practicas en el
grupo de investigacion de Virologia Molecular de Plantas del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas (IBMCP). En un primer momento, se pretendia
caracterizar dos promotores floematicos de Citrus sinensis como aportacion al
proyecto PRE-HLB. El objetivo de este proyecto es desarrollar e implementar un plan
de contingencia integral para proteger el sector de los citricos en la Unién Europa de
los factores impulsores de la enfermedad de HLB y crear nuevas soluciones para
gestionar la enfermedad a través de un enfoque multidisciplinar. Sin embargo, dada la
situacion actual provocada por el SARS-CoV-2, las practicas se interrumpieron sin
poder llegar a resultados sélidos. Por esta razén, se decidié realizar una revision sobre
las diferentes aproximaciones que se pueden utilizar para el control de la enfermedad.
Por una parte, el tiempo de la estancia ha sido realmente provechoso y suficiente para
adquirir mas experiencia a nivel de laboratorio y aprender conocimientos sobre el
Huanglongbing que han podido ser aprovechados el trabajo. Por otra parte, realizar la
revision sobre el mismo tema que las practicas ha sido de gran utilidad, ya que ha
permitido una mayor comprensién de las mismas y ampliar mis conocimientos sobre
las diferentes técnicas que pueden utilizarse para tratar la enfermedad, destacando
principalmente, las técnicas de ingenieria genética. Por tanto, se ha tratado de una

oportunidad para aprender sobre un tema de auge en el sector biotecnoldgico.

En conclusién, realizar el Trabajo de Fin de Grado de Biotecnologia ha sido un
proceso muy positivo y enriquecedor que me ha permitido desarrollar diversas
competencias tanto practicas como tedricas que pueden ser de gran utilidad en un

futuro.
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