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Resumen

En México, la citricultura representa una de las actividades econémicas mas importantes para la
fruticultura nacional, con una produccion de 8.8 millones de toneladas y una derrama econdémica
de més de 47 mil millones de pesos al afio. Sin embargo, la produccién se ve afectada por plagas
y enfermedades, destacando el Huanglongbing (HLB), ‘dragén amarillo’ o enverdecimiento de los
citricos, como la enfermedad més devastadora a nivel mundial, ocasionada por una proteobacteria
del género Candidatus Liberibacter (Ca. L.). Debido a que no existe un método efectivo para
controlar esta enfermedad la correcta y oportuna deteccion puede reducir significativamente su
diseminacioén. El proposito de la presente revision es recopilar métodos que se emplean para
la deteccion de la presencia de Ca. L. en plantas de citricos, cubriendo aspectos generales
sobre la sintomatologia de la enfermedad, métodos moleculares para una precisa y rapida
deteccion al realizar el muestreo tanto en plantas como en el vector. Asimismo, se mencionan
diferentes protocolos que analizan algunos compuestos producidos durante la infeccién con Ca.
L. e imagenes en citricos con HLB.
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Introduccion

En México, la citricultura representa una de las actividades econémicas mas importantes para la
fruticultura nacional, con una produccion de 8.8 millones de toneladas y una derrama econémica de
47 mil 499 millones de pesos al afio (SIAP, 2022). Sin embargo, la produccion se ve afectada por
plagas y enfermedades, destacando el Huanglongbing (HLB), ‘dragén amarillo’ o enverdecimiento
de los citricos).

Tres especies de alfa protobacterias Gram negativas han sido reportadas como agentes causales,
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), Ca. L. africanus (CLaf) y Ca. L. americanus (CLam)
(SENASICA, 2019). El patogeno invade el sistema vascular de la planta a través de los tubos
cribosos del floema, impidiendo el transporte eficiente de nutrientes, ocasionando una serie de
sintomas en hojas y en frutos asi como la muerte eventual del arbol enfermo (Bové, 2006).

Las especies CLas y CLam tienen como vector al psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri,
mientras que CLaf es transmitida por Trioza eritrae. Esta enfermedad afecta todas las especies
cultivadas de citricos y sus hibridos. La especie de ClLas estd presente en México y se
encuentra sujeta a control oficial. La bacteria se detectd por primera vez en D. citri en el
municipio de Tizimin, Yucatdn en el 2009. Diez afios después de su deteccidn inicial, la
dispersién de la enfermedad comprende 342 municipios distribuidos en 25 estados de la
Republica Mexicana (SENASICA, 2019).

El HLB es considerada una enfermedad destructiva en citricos a nivel mundial debido al efecto
negativo en la produccion de fruto y en México no es la excepcion. Debido al impacto de la
enfermedad, su manejo requiere de diversas acciones tales como la deteccion y eliminacién
oportuna de arboles enfermos, el control de la poblacién del insecto vector y el uso de planta sana
producida en viveros certificados, con el propésito de mitigar los efectos dafiinos de la enfermedad
(SENASICA, 2012). En ese sentido, el diagnostico oportuno de arboles infectados con ClLas en
México requiere de métodos de muestreo eficientes, la toma oportuna de muestras y su adecuado
envio a los sitios especializados encargados de su deteccion (SENASICA, 2012).

El propdsito de ésta revision es presentar los avances logrados en las investigaciones que
se han realizado sobre el HLB, en México y en el ambito mundial en los ultimos afos.
Debido a la naturaleza devastadora que el HLB ocasiona en la produccion de citricos en
el pais, consideramos que es indispensable actualizar la informacién que se ha desarrollado
recientemente, principalmente en lo relacionado con lineas de investigacion sobre la deteccion de
esta enfermedad.

Deteccion por sintomas, muestreo

Sintomatologia

Los sintomas varian dependiendo de la especie, variedad y edad de la planta afectada. En las hojas
se observa amarillamiento seguido de un moteado con manchas angulares asimétricas en ambos
lados de la nervadura principal. En algunos casos se observé el engrosamiento y aclaramiento de
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las nervaduras, las cuales presentan un aspecto corchoso. Las hojas de las ramas terminales son
pequefas, verticales y muestran una variedad de patrones cloréticos.

Ocasionalmente, los sintomas de las hojas pueden confundirse con deficiencias nutricionales de
zinc, cobre 0 manganeso; sin embargo, éstas deficiencias minerales presentan un patron simétrico
en ambos lados de la nervadura principal en las hojas afectadas. A medida que la decoloracion se
aleja de las nervaduras, las hojas se vuelven de amarillo pélido a amarillo claro con éreas de color
verde oscuro distribuidas de manera desigual (EPPO, 2014).

Los sintomas en el arbol comienzan con la aparicion de brotes amarillos o cloréticos, observandose
posteriormente un amarillamiento sectorial de la copa del arbol, que se relaciona con la zona
en donde se encuentra alimentandose el vector (Bové, 2014). En estados avanzados de la
enfermedad, ocurre una defoliacion intensa de las ramas afectadas las cuales pueden llegar a
presentar muerte en la regién apical. Durante la infeccidon es comun que los frutos que se forman
presenten caida prematura, pero aquellos que logran permanecer en el arbol se desarrollan de
forma asimétrica.

La inversién de color de amarillo/anaranjado a verde en los frutos es un sintoma caracteristico
del HLB, por ello la enfermedad también es conocida como enverdecimiento de los citricos. Otros
dafios que presenta el fruto son el engrosamiento y deformaciéon de la columnela media. Los
pedunculos de los frutos presentan también la inversién de color ya que el extremo se torna de
amarillo a naranja mientras que el extremo estilar continua verde. Los haces vasculares dentro del
eje del fruto en el extremo peduncular tienen una mancha parduzca (Bové, 2006).

En ocasiones el albedo se engrosa en el extremo peduncular y no asi en el extremo estilar. Las
semillas de los frutos afectados son pequefas, atrofiadas, oscuras de color marrén a negro y
abortadas (EPPO, 2014). Es importante considerar que los sintomas asociados a HLB (moteado
asimétrico, amarillamiento y engrosamiento de nervadura) son producto de la interferencia que
ocasiona el patégeno sobre el movimiento de nutrientes a través de los tejidos del floema,
propiciando asi el desarrollo de la enfermedad en las partes de la planta que presentan deficiencias
nutricionales (Paredes-Tomés et al., 2015).

Esta interferencia no es exclusiva de Ca. Liberibacter ya que existen reportes de la presencia de
dos fitoplasmas asociados a sintomas similares a los que ocasiona HLB: Pigeon pea witches’-
broom phytoplasma reportado en Brasil y México (Teixeira et al., 2008; Alanis-Martinez et al.,
2013) y Candidatus Phytoplasma asteri reportado en China, donde cerca de 50% de las muestras
analizadas resultaron positivas tanto para el fitoplasma como para Ca. Liberibacter (Chen et al.,
2009). Las inspecciones periodicas en plantaciones citricolas encaminadas a la busqueda de
plantas con sintomas caracteristicos de HLB, asi como toma de muestras de material vegetal para
su posterior andlisis son actividades que permiten la deteccidon temprana de arboles infectados y
mitigar asi la dispersion de la enfermedad (SENASICA, 2012).

Muestreo

Los métodos de muestreo son criticos para la deteccion, identificacion y cuantificacion de las
especies de Ca. Liberibacter, ya que su distribucién en plantas hospedantes puede ser irregular.
Los arboles infectados con CLas pueden presentar hojas sintométicas sélo en algunas ramas del
arbol y otras pueden mantenerse libres de la infeccién o presentar una baja titulacion bacteriana,
debido a una distribucion irregular en el arbol (Teixeira et al., 2008). Ademas de las diferencias
en la distribucién de CLas en los arboles, existen diferencias en la expresion de los sintomas
caracteristicos asociados a la enfermedad.

En México, se ha observado que la intensidad del moteado asimétrico se manifiesta en forma
diferente dependiendo de la especie. En citricos acidos como el limén persa o limén mexicano,
las manchas son méas angulares y de color mas contrastante en comparacion con el moteado
que presentan los citricos dulces (Figura 1). Adicionalmente, al inicio de la infeccion los sintomas
pueden estar presentes 0 ausentes, por lo que no se deben descartar plantas asintomaticas. En
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arboles asintomaticos sospechosos, se colectan de 1 a 4 ramas de un afio de edad con 5 a 10
hojas, tomadas de cuatro puntos de la parte superior del arbol.

Figura 1.Sintomas de HLB en hojas de citricos. A) limén mexicano: amarillamiento seguido de un moteado con
manchas angulares asimétricas en ambos lados de la nervadura principal; B) limén persa: engrosamiento de la
nervadura central ocasionando un aspecto corchoso, presencia de islas verdes y distorcion foliar; C) mandarina:
moteado difuso, aclaramiento y engrosamiento de las nervaduras; y D) naranja dulce: acorchado y
aclaramiento de las nervaduras, distorsion foliar, presencia de islas verdes. Fotografias: Alanis-Martinez.

En el caso de arboles pequefios de vivero, se colectan de 4 a 6 hojas maduras de cada arbol o
planta. En arboles con sintomas, se colectan muestras de 1 a 4 ramas con hojas sintomaticas.
Para la deteccion de la bacteria, el tejido 0ptimo es la nervadura central y el peciolo de las hojas
(NAPPO, 2012)

Cuando no se disponga de hojas, o se quiera analizar frutos, es recomendable tomar el tejido de
la extremidad del pedunculo o de la corteza de éste (Li et al., 2009; Ding et al., 2017). Por otro
lado, el analisis del insecto vector es una estrategia adicional para detectar a CLas cuando aun
no se observan plantas sintomaticas, o bien para delimitar la incidencia de la enfermedad en una
region determinada.

El resultado positivo de un analisis de muestras de psilidos es Util para llevar a cabo acciones
de manejo. Debido a que las ninfas del psilido adquieren la bacteria mediante su alimentacion,
una muestra de ninfas positiva, indicaria que la planta de donde se colectaron esta infectada,
mientras que un adulto positivo a CLas puede indicar la presencia de arboles infectados en la zona
(Manjunath et al., 2008).

Aun cuando esta estrategia es costosa porque implica analizar un gran nimero de muestras de
psilidos, derivado de la presencia de altas poblaciones de D. citri en algunas regiones citricolas,
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la colecta y analisis del vector es una estrategia Util debido a que funciona como guia hacia las
plantas enfermas visualmente sanas y que son la fuente de inéculo.

En México se realizan muestreos peridédicos en huertas comerciales, viveros, zonas urbanas y
rurales para determinar si los psilidos son portadores de la bacteria. En las huertas, los psilidos se
colectan de diferentes &rboles a fin de cubrir el total de la superficie. Estos se deben conservar en
alcohol etilico al 70% en frascos viales debidamente sellados hasta su andlisis (SENASICA, 2012).

Aislamiento en medios de cultivo y la problematica

En las dos ultimas décadas se han hecho grandes esfuerzos por aislar (cultivar) la bacteria CLas
en cultivo puro; sin embargo, solamente ha sido posible cultivarla transitoriamente. Davis et al.
(2008) hicieron un intento por aislar CLas usando formulaciones de medio basal babaco (BBM), en
respuesta al crecimiento de otra bacteria que parece estar relacionada a Ca. Liberibacter basada
en las identidades del gen 16S ARNr.

La otra bacteria que se encontraba en los cultivos fue una actinobacteria emparentada a
Propionibacterium acnes identificada con el gen 16S ARNr, lo que sugiere que las bacterias podrian
estar beneficiandose mutuamente en el cultivo y no sobrevivir de manera independiente.

Sechler et al. (2009) desarrollaron un medio de cultivo denominado ‘Liber A’, compuesto por
extracto de nervaduras de citricos, de un factor de crecimiento (NADP) y de un inhibidor de la
sintesis de proteinas eucariotas (cicloheximida). Ca. Liberibacter asiaticus y Ca. L. americanus
crecieron inicialmente en esté medio; sin embargo, después de cuatro a cinco transferencias
declind la viabilidad de los cultivos. Posteriormente, Parker et al. (2014) mostraron que los medios
suplementados con jugo comercial de citricos prolongaban la viabilidad de CLas hasta por 18
dias; sugiriendo que las condiciones como el pH, azlcares, abundancia de elementos minerales
especificos y amino acidos, podian contribuir a la viabilidad de la bacteria.

Por otro lado, Fujikawa et al. (2018) mostraron que la supervivencia de CLas depende de la
interaccién de esté patdgeno con un subconjunto especifico de microbiota. Recientemente, se
reportd el establecimiento y mantenimiento de cultivos de CLas por periodos prolongados en
biopeliculas derivadas de tejidos de citricos infectados con el patégeno (Ha et al., 2019). Estos
resultados sugieren que CLas es capaz de sobrevivir independientemente de insectos o plantas
hospederas. Sin embargo, se necesita la reproducibilidad de estos hallazgos por otros grupos de
investigacion.

Deteccion molecular

Una gran variedad de métodos cualitativos han sido desarrollados para la deteccion e identificacion
de las tres especies de Ca. Liberibacter. Estos métodos incluyen la identificacion de sintomas
visuales, el indexado bioldgico, microscopia, quimio-fluorescencia y enzimoinmunoanalisis de
adsorcion prueba de ELISA. Sin embargo, dichos ensayos requieren equipos costosos, personal
capacitado en la preparacion de las muestras y periodos prolongados para su realizacion (Lafleche
y Bové, 1970; Roistacher, 1991; Garnier y Bové, 1993).

A partir de la segunda mitad de la década de los 90 y con el avance que tuvieron las técnicas de
biologia molecular, particularmente la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), por sus siglas
en inglés, se comenzd a utilizar esta técnica para detectar Ca. Liberibacter empleando secuencias
del ADN ribosomal 16S (ADNr 16S), genes de proteinas ribosomales del operon # y otras regiones
del genoma bacteriano como lo son el grupo de genes tufB, seckE, nusG, rplKAJL y rpoB (Jagoueix
et al., 1996; Teixeira et al., 2005; Li et al., 2009; Lin et al., 2010; Arredondo-Valdés et al., 2016).

Los métodos de diagnéstico molecular basados en la PCR, son rapidos, sensibles, especificos y
fiables y se han utilizado ampliamente para el diagnostico clinico de Ca. Liberibacter asociados
con el HLB en plantas y en los insectos vectores (Lin et al., 2010). Actualmente, existen muchos
ensayos de deteccién molecular basados en PCR, incluidos PCR convencional, PCR anidada SSR,
LAMP, PCR de captura inmune, PCR digital en gotas y qPCR, las cuales se han utilizado para
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detectar a las bacterias asociadas a HLB (Jagoueix et al.,1996; Li et al., 2009; Lin et al., 2010;
EPPO, 2014; Arredondo-Valdés et al., 2016; Ding et al., 2017; Zhong et al., 2018).

La PCR convencional para la deteccién de HLB en citricos, es una técnica rapida ademas, es
eficiente para el diagnéstico preciso de HLB. Los primers empleados amplifican 226 pb. Aunque
la técnica detecta casi todas las cepas de la bacteria CLas presenta limitaciones en su utilizacién.
Otros ensayos de PCR convencional o de punto final utilizan primers especificos que amplifican
secuencias del ADNr 16S.

Los primers OI1/02c¢ amplifican 1160pb, mientras que 606/LSS amplifican 500 pb y detectan a las
tres especies de Ca. Liberibacter. Los primers GB1/GB3 son especificos para CLam y amplifican
un fragmento de 1 027 pb (Jagoueix et al., 1996; Teixeira et al., 2005; Fujikawa y Iwanami, 2012).
Algunos ensayos de PCR convencional generan amplicones grandes (> 1 000 pb), dando como
resultado menor sensibilidad y reproducibilidad en las detecciones (Lin et al., 2010).

En ocasiones no es posible detectar a la bacteria (0 su deteccion es inconsistente) debido a la
distribucion irregular en las plantas o a la baja concentracién bacteriana. Por tales razones, los
protocolos de PCR han mejorado la sensibilidad en la deteccion de Ca. Liberibacter. Las reacciones
de PCR anidadas incrementan significativamente la sensibilidad al emplear un segundo par de
primers en una segunda reaccion (Hong et al., 2019).

Un ensayo de PCR anidada para la deteccion Ca. Liberibacter utiliza los primers fDI y rD1 en la
primera reaccién de amplificacién, cuyo producto amplificado sirve como ADN molde en la segunda
amplificacion empleando los primers Ol1 y Ol2c (Ding et al., 2004). Ambos pares de primers fueron
reportados para la identificacion de CLas y CLaf (Jagoueix et al., 1996). Esta técnica permite la
deteccion de la bacteria alin en concentraciones bajas y se ha utilizado para mejorar la deteccion
de las especies de Ca. Liberibacter asociadas con HLB en arboles clinicamente asintomaticos,
especialmente en plantas de vivero asi como en ensayos para analizar la posible transmisién por
semilla (Deng et al., 2007).

Otra variante de PCR utilizada en la actualidad y aceptada para el diagnéstico del HLB por las
organizaciones regionales y nacionales de proteccion fitosanitaria de diversas partes del mundo
North American Plant Protection Organization (NAPPQO), Organismo Internacional Regional de
Sanidad Agropecuaria (OIRSA), Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA), Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)(, es la técnica PCR
cuantitativa (QPCR) por sus siglas en inglés quantitative PCR la cual amplifica y cuantifica al mismo
tiempo los productos conforme se van generando en tiempo real.

La técnica gPCR es aceptada por las entidades regulatorias como método de diagnostico para
determinar la presencia de la bacteria tanto en muestras de citricos como en el vector debido a
que la sensibilidad de deteccién de Ca. Liberibacter es hasta 10 veces mas en relacion con PCR
anidada y de 100 a 1 000 veces mas respecto a PCR convencional (Morgan et al., 2012). Uno
de los ensayos de qPCR que comunmente se utiliza para la deteccién de HLB emplea los
iniciadores y sonda desarrollados por Li et al. (2009), que estan dirigidos a la secuencia de la
region 16S del ADNr.

Este procedimiento permite la deteccién e identificacion de las diferentes especies de Ca.
Liberibacter utilizando el gen mitocondrial citocromo oxidasa (COX) como control endégeno de
reaccion. Otra técnica que se ha empleado para la detecciébn de Ca. Liberibacter es la PCR
digital en gotas (ddPCR), por sus siglas en inglés, la cual se basa en la utilizacién de gotas de
emulsién de agua y aceite, en donde cada muestra se fracciona en 20 000 gotas y la
amplificacion PCR de las moléculas de ADN molde se realiza en cada gota de forma individual,
permitiendo la cuantificacion absoluta de acidos nucleicos en una muestra, sin la necesidad de
una curva estandar (Hindson et al., 2011).

En estudios comparativos de las técnicas de ddPCR y gPCR para la deteccion de Ca. Liberibacter,
se ha reportado que ddPCR fue superior para detectar y cuantificar a CLas en concentraciones
bajas. Como ejemplo, la deteccién de CLas en 40 muestras de campo mostré que seis de 13
muestras asintomaticas con un valor alto de C; (>35) fueron detectadas como positivas al emplear
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ddPCR, por lo que esta metodologia tiene un gran potencial para el diagnéstico temprano de la
infeccion causada por CLas (Zhong et al., 2018).

En México, el protocolo oficial para la deteccion de Ca. Liberibacter utiliza la técnica de gPCR
con los primers y sonda propuestos por Li et al. (2009). Es importante destacar que el protocolo
sefialado demostré ser el mejor método para la deteccion de ClLas y ClLaf en una evaluacion
internacional de tres métodos de diagnostico de PCR en tiempo real recomendados por la EPPO
y la FAO, en la que participaron ocho laboratorios.

Dicha evaluacién consideré parametros de especificidad, sensibilidad analitica, repetibilidad y
reproducibilidad. Los métodos recomendados para la deteccidon de HLB son el método de Li et al.
(2009) y la PCR convencional diplex (Teixeira et al., 2005). La combinacion de estos métodos
puede minimizar el riesgo de liberar material infectado, aspecto de suma importancia para los
programas de certificacion de material propagativo de citricos, ya que estos métodos producen
muy pocos resultados falsos positivos.

Aln cuando la PCR y la qPCR son métodos importantes para el diagnéstico de enfermedades de
las plantas, otros factores como el método de muestreo, tamafio y tipo de muestra, asi como la
calidad y cantidad de ADN empleado tienen impacto en la eficiencia para la deteccién del HLB.
Los procedimientos de extraccion de ADN deben elegirse de acuerdo a los criterios de calidad e
integridad para evitar la inhibicién parcial o total de la PCR (Yang et al., 2021).

Los tejidos de las plantas contienen sustancias como polisacéaridos, polifenoles, pectina y xilano,
gue pueden extraerse conjuntamente con el ADN. Estas sustancias repercuten en la eficiencia de
las reacciones de PCR afectando la sensibilidad de la técnica (Demeke y Jenkins, 2010). La pureza
y cantidad de ADN son factores que influyen en la deteccion de CLas.

La eleccion del método de extraccion depende en cierta medida de los costos y del tiempo
disponible para esta actividad. El método CTAB (Doyle y Doyle, 1987) cominmente utilizado para
la extraccion de ADN de muestras vegetales para la deteccion de HLB, ha sido modificado con el
objetivo de determinar parametros como concentracion y pureza del ADN obtenido y su efecto en
la deteccion de las especies asociados a HLB (Nauman et al., 2021).

En la actualidad se dispone de varios kits comerciales para el aislamiento rapido y eficaz del ADN
gendmico. Estos kits utilizan detergente para romper la pared celular como paso inicial para extraer
ADN del material vegetal y algunos utilizan matrices basadas en silice o perlas magnéticas que
permiten la unién del ADN. El éxito de la extraccién de ADN depende del tipo de muestra. Un kit
gue puede resultar adecuado para la extracciéon de ADN de un tipo de matriz puede no serlo para
otra (Demeke y Jenkins, 2010).

En ese sentido, a estas metodologias también se les realizan modificaciones para mejorar el
rendimiento del ADN, o bien para reducir el tiempo de ejecucién (Oppert et al., 2019). De manera
general, los kits de extraccion de ADN comerciales simplifican el procedimiento y reducen el riesgo
de contaminacion cruzada.

Otros métodos de deteccion

Existen otros métodos para la deteccion de HLB, algunos de estos se acercan a un 100% de
precision en la deteccion de la enfermedad cercana a la exactitud de la PCR. La deteccién por
espectrometria es una opcién viable y rapida para detectar HLB hoy en dia. Existen varios métodos
de deteccion de analisis y reconocimiento de patrones de la enfermedad en imagenes por medio
de camaras, y otros que adquieren informacion espectroscépica a través de diferentes dispositivos
(Ranulfi et al., 2016).

Las imagenes espectroscopicas permiten identificar moléculas desconocidas empleando la visién
por computadora para detectar HLB. Esto se puede hacer utilizando una combinacion de imagenes
del espectro electromagnético con camaras especiales. Otra opcidn es mediante la adquisiciéon de
imagenes en el espacio de color visible; es decir, imagenes a color (Ranulfi et al., 2016).
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Espectrometria

Los volétiles liberados por las plantas estan estrechamente relacionados con el metabolismo de
las plantas y pueden servir como indicador de la salud de las plantas. El andlisis quimico de
estos compuestos liberados que emanan de los arboles infectados han sido estudiados para
la deteccion del HLB. Aksenov et al. (2014), emplearon métodos analiticos como cromatografia
de gases/espectrometria de masas y cromatografia de gases/espectrometria de movilidad
diferencial para detectar compuestos volatiles organicos que liberan las plantas de citricos
infectadas con HLB.

El estudio de los compuestos organicos volatiles producidos por plantas de citricos se realizd in situ
e in vitro. Este método de deteccidn tiene una alta precision de 90% durante todo el afio, cercano
al 100% en condiciones de pruebas Optimas, aun en etapas muy tempranas de infeccion. Xue et al.
(2022), emplearon un método de espectrometria de masas con ionizacion por electropulverizacién
extractiva (EMIEE) para analizar los metabolitos en hojas no infectadas e infectadas de HLB, de
naranja Newhall navel.

Los resultados de este estudio mostraron que las hojas no infectadas se podian distinguir de las
infectadas con HLB facilmente con EMIEE combinandolo con un analisis multivariable. Encontraron
nueve compuestos fendlicos involucrados en la ruta de los fenilpropanoides, principalmente
acido p-cumarico, naringina y apigenina, siendo estos los componentes principales para
distinguir las hojas no infectadas de las infectadas de naranja Newhall navel. Verificaron los
resultados del analisis de EMIEE empleando qPCR para determinar el contenido bacteriano
de las hojas de naranjo.

El estudio proporciona una nueva estrategia para la deteccion temprana de HLB. Con este estudio
los autores sugieren el mecanismo de la regulacion de la ruta de fenilpropanoides en la respuesta
de los citricos a Candidatus Liberibacter asiaticus. Wetterich et al. (2017), detectaron HLB mediante
la combinacién de una técnica de espectrometria de imagenes de fluorescencia y dos métodos
de aprendizaje automatico, discriminando HLB del estrés por deficiencias de zinc en muestras de
Florida, EUA. Los métodos de clasificacion fueron: 1) maquina de vectores de soporte (MVS); y 2)
la red neuronal artificial (RNeA). Segun los resultados de clasificacion presentaron una precision de
92.8% con el método MVS y 92.2% con RNeA, lo que en conjunto indica que se puede diferenciar
la deteccion de HLB de las deficiencias de zinc.

El diagnéstico de citricos asintomaticos con HLB utilizando migraciéon y transformacién de
elementos mediante espectroscopia de descomposicién inducida por laser (EDIL), es otro método
empleado para detectar HLB. La EDIL es una técnica de espectrometria atémica para el analisis
de componentes de materiales. A través del analisis de la absorcion el progreso infectivo sobre
la naranja navel se puede monitorear de manera efectiva en tiempo real, ya que detecta el efecto
inhibitorio del patdégeno sobre la absorcion de la naranja navel.

En un estudio realizado con esta técnica, se utilizaron naranjas navel sanas y asintomaticas
con HLB colectadas en campo para mejorar la eficiencia de deteccion, empleando EDIL
acoplado con algoritmos MVS para distinguir entre naranjas navel sanas de naranjas navel
asintomaticas con HLB. De acuerdo con los resultados obtenidos, la técnica tiene una precision
de clasificacion de 100%.

La EDIL combinada con métodos quimiométricos parece ser una herramienta prometedora para
distinguir rapidamente muestras sanas y asintomaticas al HLB a pesar de tener composiciones
elementales similares. La ventaja y lo novedoso de esta técnica es que es significativamente mejor
que la PCR diagnosticando frutos de citricos asintomaticos con HLB (Yang et al., 2022).

Por otra parte, en un estudio realizado por Ponce et al. (2018), se demostré la discriminacion rapida
y eficiente entre citricos sanos e infectados con Ca. L mediante espectroscopia de descomposicion
inducida por laser combinada con analisis quimiométrico.

El método radica en la toma de ‘huella (fingerprint)’ de plantas sanas y enfermas en funcién
de sus constituyentes organicos e inorganicos, y el uso de un laser multipulso acoplado a un
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microscopio para tomar espectros del floema de la planta. Los arboles sanos y enfermos con HLB
se diferenciaron con un alto grado de precisién. El método toma solo unos minutos, es econémico,
no requiere productos quimicos ni preparacién de muestras y no genera desechos.

Imagenes satelitales

Yzquierdo-Alvarez et al. (2022), desarrollaron una metodologia practica, rapida y de bajo costo
para detectar plantas con sintomas de HLB usando imagenes del satélite Sentinel-2. Las imagenes
de Sentinel-2 se utilizaron para realizar una clasificacion supervisada para discriminar arboles de
limén persa sanos y arboles con HLB, los cuales fueron verificados por gPCR. Con base en las
firmas espectrales obtenidas de la imagen satelital a través de la clasificacion supervisada, se
generaron 11 clases para el estudio.

Los resultados obtenidos mostraron que en las regiones de la onda verde (560 nm), roja (665 nm)
e infrarroja cercana (705 nm), la respuesta espectral de los arboles con HLB fue mayor que la de
los arboles sanos con una precision de 0.84%, por lo que el uso de imagenes de satélite Sentinel-2
puede ser (til para detectar oportunamente plantas con sintomas de HLB.

Redes neuronales

He et al. (2022), utilizaron una combinacién de imagenes de fluorescencia multicolor con
imagenes de reflectancia multiespectral sincrénicamente, para la deteccion rapida de HLB basada
en la red neuronal convolucional ligera (RNCL) MobileNetV3, utilizando un dispositivo portatil.
La RNCL se aplicé para la deteccién de sintomas de HLB capacitada en el conjunto de
datos de naranja navel. Se evalu6 el desempefio discriminante de los modelos (MobileNetV3)
establecidos en imagenes de fluorescencia multicolor, imagenes de reflectancia multiespectral y
sus combinaciones respectivamente.

Como resultados obtuvieron que la RNCL utilizada puede lograr una precision de 92.1% con una
tasa de falsos negativos del 12.1% (nimero de veces= 33) al combinar fluorescencia multicolor con
imagenes de reflectancia multiespectral como entrada del modelo MobileNetV3 utilizando datos de
naranja navel. Mientras que el método de transferencia de aprendizaje del modelo de ajuste fino
obtuvo una capacidad de transferencia superior a la del modelo de reutilizacién con una precision
de 96.5% para Ponkan.

En un estudio realizado por Syed-Ab-Rahman et al. (2022), detectaron y clasificaron enfermedades
de citricos empleando un modelo de aprendizaje profundo basado en anclaje de extremo a extremo.
El modelo basado en redes neuronales convolucionadas, una clase de redes neuronales profundas
emplea dos etapas principales: 1) propone las posibles &reas enfermas objetivo, utilizando una red
de propuestas regionales; y 2) clasifica el area objetivo mas probable a la clase de enfermedad
correspondiente usando un clasificador. El modelo propuesto puede detectar y clasificar HLB con
una precision del 94.6%.

GOmez-Flores et al. (2019), disefiaron un método para detectar HLB basado en el analisis de
textura de intensidad invariable de imagenes en el espectro visible. Emplearon la transformacion
de ranklet para convertir la imagen de entrada en una representacion de intensidad invariable de
las que extrajeron las caracteristicas de textura comunes.

Utilizaron un clasificador de bosque aleatorio para distinguir entre distintas clases de hojas de
citricos, incluidas las sanas, las deficientes de nutrientes y las de HLB. Lograron una precision de
alrededor del 95% para distinguir entre las clases HLB negativas y las positivas, y una precision
de alrededor del 81% para identificar entre seis clases de hojas de citricos. Una ventaja que tiene
este método es su posible uso dentro de una aplicacion mévil que se pueda utilizar en el campo
para detectar plantas de citricos sintomaticas con HLB.
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Analisis de imagenes de concentracion de almidén

En un estudio usando un sistema de vision por computadora casero con dos modos de imagen,
evaluaron la contribucion de dos sintomas, basandose en la acumulacion de almiddn foliar inducida
por HLB, para la deteccion de esta enfermedad (Xu et al., 2022). Se utiliz6 una fuente de luz de 660
nm y se midid la absorcién de diferentes longitudes de onda por clorofila y luteina. La transmision
de imagenes se disefié para detectar una acumulacién anormal de almidon dentro de la hoja.

Se tomd una imagen con luz polarizada de 590 nm penetrando la hoja, luego se calculé el angulo
de polarizacién lineal mediante el vector de Stokes. Después se evaluaron los clasificadores de
perceptron multicapa, bosque aleatorio y regresion logistica. El clasificador de bosque aleatorio
en el experimento de reflexibn mostré una precisién de clasificacion del 96.67%. Mientras
gue el experimento de transmision con el clasificador de regresion logistica tuvo una tasa de
reconocimiento de 83.33% (Xu et al., 2022).

Drones

Recientemente se han realizado grandes avances en agricultura de precision, utilizando
tecnologias que emplean vehiculos aéreos no tripulados, como los drones, con la finalidad de
identificar y monitorear de forma auténoma las enfermedades en plantas. La importancia de la
agricultura de precision radica en que el diagnéstico de enfermedades en cultivos de interés
agronémico es una de las principales tareas para aumentar la produccion de alimentos con ello
reduciendo el tiempo y las jornadas de trabajo (Neupane y Baysal-Gurel, 2021).

En lo que respecta a la deteccién de HLB, varios estudios se han realizado mediante la
utilizacion de drones. Garcia-Ruiz et al. (2013) capturaron imagenes aéreas de alta resolucion
y junto con un sensor de imagenes multibanda, encontraron valores de precision en el rango
de 67 a 85%y falsos negativos entre 7% y 32%, y aunque, la deteccidon aérea mostré
resultados alentadores para la deteccion de arboles infectados, los valores fueron bajos con
respecto a otras técnicas de deteccion.

Actualmente, la empresa VetorGEO ha desarrollado un sistema basado en la utilizacion de drones
gue emplean sensores multiespectrales de alta resolucion de Agrowing Ltd., los cuales capturan
un gran ndmero de imagenes que permiten el aprendizaje mediante la inteligencia artificial de
los algoritmos, con lo cual se calibra la firma espectral de la sintomatologia del HLB en distintas
variedades de naranja sin importar el desarrollo fenolégico de los &rboles, tiempo desde que ocurrid
la infeccién, utilizacién de sistemas de riego, tipo de manejo dado a las huertas, etc. (Ira Dvir
[Agrowing] y Neto Salvador [VetorGeo], com. per.).

La tecnologia desarrollada ha permitido la evaluacién de grandes superficies cultivadas con citricos
en Brasil. Los resultados arrojados por esta herramienta de diagnostico son comparables a los que
se obtienen mediante PCR punto final, (Ira Dvir [Agrowing] y Neto Salvador [VetorGeo], com. per.)
por lo que se espera que en un futuro cercano se pueda utilizar a gran escala.

Conclusiones

Los protocolos para la deteccién de HLB se han ido perfeccionado a través del tiempo. El cultivo
en medios artificiales de Candidatus Liberibacter spp. ha tenido avances; sin embargo, continua
siendo un reto, por lo que se requieren estudios innovadores sobre la interaccién de la bacteria con
la microbiota presente en el floema de plantas infectadas. Se han ido perfeccionando, las técnicas
moleculares, se han desarrollado diversos métodos que involucran la determinacién de diferentes
compuestos producidos durante la infeccién y el procesamiento de imagenes que permiten una
deteccion oportuna del HLB; no obstante, alin se requiere realizar mas investigaciones para que
estas puedan incorporarse en la agricultura de precision.
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