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INTRODUCCION

La enfermedad denominada Huanglongbing (HLB), también conocida como
“greening”, que fue observada por primera vez en Asia hace mas de un siglo,
esta considerada hoy en dia como la mas destructiva de los citricos, debido
a su complejidad, su capacidad de devastacion y su resistencia a ser contro-
lada, ya que la mayoria de las especies y cultivares comerciales de citricos
son susceptibles a la misma. Los citricos constituyen uno de los frutales mas
importantes del mundo, tanto en cuanto a su mercado de produccion y trans-
formacion como a su comercio global (Liu et al., 2012). China es el mayor
productor mundial, seguida de Brasil, la India, Estados Unidos, México y Es-
pafia (FAO, 2017a, b). De estos seis paises, solo Espafa esta libre, hoy por
hoy, de HLB, enfermedad que ha llegado a erigirse en el mayor desafio que
tienen los productores de citricos, ya que reduce el rendimiento y la calidad
de la fruta y debilita mucho el arbol (Qureshi y Stansly, 2009).

El HLB esta causado por bacterias que viven en el floema de la planta y son
transmitidas por determinados insectos (psilidos). Las bacterias asociadas a la
enfermedad, que todavia no han podido cultivarse en el laboratorio, pertene-
cen a tres especies: ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (CalLas), ‘Candidatus
Liberibacter africanus’ (CalLaf) y ‘Candidatus Liberibacter americanus’ (Ca-
Lam), segun el area geografica donde primero se encontraron (Bové, 2006).
El psilido Diaphorina citri es el vector natural de CalLas y CaLam, mientras que
Trioza erytreae es el de CalLaf (Bové, 2006).

Los sintomas caracteristicos del HLB consisten en un moteado difuso con
clorosis asimétrica del limbo foliar (Fig. 1), que es lo que origind el nombre
de enfermedad del brote amarillo (huanglongbing en chino), y en frutos mas
pequefios de lo normal, deformes, internamente asimétricos, con inversion
de color (la coloracidon naranja se inicia en la zona peduncular y avanza hacia
la estilar), en los que las semillas pueden llegar a abortarse, y que con fre-
cuencia caen prematuramente y tienen sabor amargo (Bové, 2006; Martinelli
y Dandekar, 2017). El arbol afectado tiene limitado el transporte de fotoasi-
milados y la entrada de nutrientes, y eso lleva a la defoliacion de la copa vy al
desarrollo de raices fibrosas, que conducen a la muerte del arbol unos diez
afios después de los primeros sintomas (Bové, 2006).



Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural

Todas las especies de Rutaceas son hospedadores potenciales y todas las
variedades de citricos cultivados son susceptibles al HLB, aunque en diferen-
te grado (Folimonova et al., 2009; Gottwald et al., 2012; Hao et al., 2016).
Histéricamente, las mas susceptibles son el naranjo dulce (Citrus sinensis L.
Osb.), el tangelo (Citrus x tangelo) y el mandarino (C. reticulata Blanco);
entre las moderadamente susceptibles estan el pomelo (C. paradisi Macf.),
el limon (Citrus x limon), la lima ‘Rangpur’ (Citrus X limonia Osb.), el cala-
mondin (X Citrofortunella microcarpa) y el pomelo chino (C. maxima); mas
tolerantes son la lima mexicana (Citrus x aurantifolia Swingle) y el naranjo
trifoliado (C. trifoliata o Poncirus trifoliata). Las especies de Rutaceas no ci-
tricas, como Murraya paniculata, también sirven como hospedadoras de las
bacterias asociadas al HLB (Timmer et al., 2000; Appel, 2004; Lopes et al.,
2005; Bové, 2006).

A pesar de que los sintomas de HLB se conocian desde finales del siglo XIX,
y de los continuados es-
fuerzos para controlar la
enfermedad, todavia hoy
en dia se carece de tra-
tamientos técnicamente
factibles, sostenibles y se-
guros para el medio am-
biente (Grafton-Cardwell
et al., 2013; Martinelli y
Dandekar, 2017), tanto
para eliminar las bacterias
como sus vectores. Por
tanto, hay una urgente
necesidad de desarrollar
estrategias efectivas para
mitigar el HLB.

Figura 1. Sintomas de HLB en arboles de naranjo. Sudafrica, 2018. (A. Tena, IVIA)

SITUACION ACTUAL

El HLB podria haberse originado en el sur de China, donde Reinking describid
el amarilleamiento y el moteado en las hojas en 1919 (Bové, 2006). Sin em-
bargo, parece que estos sintomas ya se habian observado en la India en los
siglos XVIII y XIX, y en 1912 lleg6 a ser un grave problema en la provincia de
Bombay (Capoor, 1963). En la década de los 70 del siglo XX, el HLB ya habia
devastado muchas regiones productoras de Asia y Africa. Y en esa época, el
vector asiatico, D. citri, ya estaba establecido en el hemisferio occidental des-
de hacia décadas, habiéndose identificado en Brasil en 1942 (da Costa Lima,
1942). En 1998, D. citri se encontré en el sur de Florida y poco después estaba
por todo el estado (Halbert y Manjunath, 2004). En 2004, el HLB se detectd
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por primera vez en las Américas, en el estado de S3o Paulo en Brasil. En 2005
se detectd en el condado de Miami-Dade en Florida y, desde entonces, se ha
detectado en otros seis estados de los Estados Unidos: California, Georgia,
Hawaii, Luisiana, Carolina del sur y Texas. Actualmente, el HLB esta extendido
por mas de 40 paises (Croxton y Sansly, 2014), y los mayores productores
del mundo estan particularmente amenazados por esta enfermedad (do Brasil
Cardinali et al., 2012; FAOSTAT, 2009). El impacto econdmico del HLB es muy
severo. Por poner solo un ejemplo, el volumen de produccién en Florida cayo
un 58% desde la primera deteccién de Calas en 2005, y se ha calculado que
los dafios a la industria de citricos en este estado exceden los 4,5 billones de
dolares, con una pérdida acumulada de unos 374 millones de délares por afio,
habiendo pasado la superficie dedicada a los citricos de 303.514 hectareas a
192.630 en el periodo entre 2000 y 2014 (Hodges y Spreen, 2012; Hodges et
al., 2014). Actualmente, la incidencia del HLB en Florida ha alcanzado o esta
muy préxima al 100%, y la eliminacién del inéculo de parcelas individuales
ya no es una opcion.

Es una enfermedad que hoy dia es dificil de manejar por varias razones (Flet-
cher et al., 2018): la naturaleza perenne del citrico, la susceptibilidad de las
plantas hospedadoras y la dificultad para producir cultivares resistentes, la
ausencia de resistencia en especies filogenéticamente proximas, la resiliencia
de las bacterias patdgenas asociadas al HLB, su distribucion en la planta, la
incapacidad para cultivarlas en el laboratorio, el decisivo papel de los insec-
tos vectores en la transmision y el problema del modo de administracion de
productos terapéuticos tanto en la planta como en el vector; en definitiva,
la complejidad de las interacciones entre la bacteria patdogena, el vector y la
planta hospedadora, en ausencia de un buen sistema modelo en el que estu-
diar estas interacciones. El manejo del HLB tiene que incluir necesariamente
un conjunto integrado de estrategias dirigidas a reducir el inéculo de la bac-
teria en el campo (basandose en la presencia de un sistema de deteccion fia-
ble), el control de las poblaciones del vector, la quimioterapia y la produccién
de material de propagacion libre de la enfermedad.

AVANCES CIENTIFICOS EN EL CONOCIMIENTO DEL HLB Y
EN LAS ESTRATEGIAS PARA SU CONTROL

Biologia de las bacterias asociadas al HLB

Las bacterias asociadas a esta enfermedad, CalLas, CalLaf y CaLam, son tres
especies de bacterias Gram-negativas del género ‘Candidatus Liberibacter’
de la familia Rhizobiaceae. Las tres especies estan restringidas al floema de
la planta y la hemolinfa de sus insectos vectores, y hasta el momento no se
han podido cultivar en el laboratorio, a pesar de los avances recientes que se
han hecho por gendmica comparativa (Fagen et al., 2014), lo que hace que el
estatus taxondmico sea el de “Candidatus”. De hecho, el estudio de los meca-
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nismos que permiten la colonizacién de la planta e inducen enfermedad se ve
dificultado por esta incapacidad para cultivarlas, y mucho de lo que se sabe o
especula se ha deducido de las secuencias del genoma completo de las tres
especies que hay depositadas en las bases de datos. Son genomas de tamafio
mas pequeiio y con menos genes que los de bacterias cultivables relacionadas
(Duan et al., 2009; Zheng et al., 2014), lo que refleja que han perdido diver-
sas funciones en su proceso de adaptacion a una vida intracelular dentro de
la planta hospedadora y del insecto vector.

Una vez la bacteria ha sido inoculada en el floema de la planta por el vector,
su poblacién se va incrementando, alcanzando aproximadamente 108 célu-
las bacterianas por gramo de tejido en unos 6-7 meses (Coletta-Filho et al.,
2014). Sin embargo, los arboles infectados permanecen asintomaticos du-
rante los primeros estadios de la enfermedad, y los sintomas tempranos son
dificiles de reconocer debido a que son muy leves y facilmente confundibles
con los causados por otras condiciones.

Interacciones entre las bacterias asociadas al HLB, las plan-
tas hospedadoras y los insectos vectores

Se ha demostrado que Calas parece suprimir las respuestas defensivas en
los citricos, como pueden ser las especies reactivas del oxigeno y el acido
acetil-salicilico, mediante la secrecion de determinadas proteinas (Nwugo et
al., 2013; Jain et al., 2015; Li et al., 2017). La planta responde a la infeccion
bacteriana reprogramando la expresion de sus genes. La respuesta es gene-
ralmente mas fuerte en los primeros estadios de la infeccion, y es mayor en
los cultivares tolerantes que en los susceptibles (Albrecht y Bowman, 2012a;
Fan et al., 2012; Rawat et al., 2015, 2017; Wang et al., 2016; Hu et al., 2017;
Yu et al.,, 2017). Se sobreexpresan genes implicados en diversos procesos
bioldgicos como las respuestas de defensa, la fotosintesis, el metabolismo, las
sefiales mediadas por hormonas, la sintesis de pared celular y los procesos
de oxidacion-reduccion. También se sobreexpresan los genes relacionados
con la deposicion de calosa en el floema de las plantas infectadas y con la
biosintesis de almiddon (Boava et al., 2017), lo que apoya la hipdtesis de que
la deposicion de calosa interfiere con el transporte de los productos fotosin-
téticos por el floema, favoreciendo los sintomas de HLB (Kim et al., 2009;
Koh et al., 2012; Martinelli et al., 2013; Boava et al., 2017). Las interacciones
planta-bacteria en el HLB incluyen no solo respuestas del hospedador rela-
cionadas con sus funciones celulares sino también respuestas derivadas de la
manipulacion de las rutas metabolicas por parte de la bacteria para su propio
beneficio, ya que las utiliza para adquirir nutrientes y codificar transportado-
res y enzimas para metabolizar los nutrientes producidos por el hospedador
(Killiny y Hijaz, 2016; Killiny y Nehela, 2017).

Las bacterias asociadas al HLB son dependientes de los vectores para mover-
se entre plantas hospedadoras, lo que probablemente contribuye a su super-
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vivencia a largo plazo (Inoue et al., 2009; Ammar et al., 2016). Aunque puede
que no se repliquen eficientemente en todos los estadios de los psilidos, pa-
rece claro que sobreviven durante largos periodos en el insecto y pueden ser
transmitidas verticalmente, aunque la frecuencia es baja (Mann et al., 2011).
Incluso se ha observado que varios genes de Calas se expresan diferencial-
mente segun las bacterias estén asociadas a planta o a insecto (Fletcher et
al., 2018). La eficiencia bioldgica de los insectos vectores se ve afectada por
la presencia de estas bacterias, por lo que se consideran patégenas tanto
para la planta como para el insecto. Hay algunas evidencias de que las espe-
cies de ‘Candidatus Liberibacter’ podrian haber evolucionado primero como
bacterias patdgenas de insectos o como simbiontes, y después llegaron a ser
bacterias patdgenas de plantas (Gottwald, 2010).

Diagnéstico del HLB y deteccion de las bacterias asociadas

Para un buen manejo del HLB, la primera medida es disponer de métodos de
deteccidn y diagnostico precisos, sensibles y con una adecuada relacion cali-
dad-precio. El diagndstico esta basado principalmente en la prospeccién para
la busqueda de sintomas, pero la inspeccion visual estd muy sometida a una
interpretacidn subjetiva y se ha calculado una precisién media de entre un 47
y un 59% (Futch et al., 2009), pudiendo ser los errores, por tanto, mayores al
30% (Pereira et al. 2011), ya que los sintomas del HLB pueden ser confundi-
dos con otros problemas bidticos o abidticos que afectan a la salud de la plan-
ta (Lin et al., 2010). Para el diagndstico se han empleado también métodos
como la microscopia electrdnica, la serologia, las sondas de ADN, los ensayos
enzimaticos y la PCR convencional y cuantitativa. Pero todos estos métodos
no permiten, hoy por hoy, una deteccién temprana de las bacterias asociadas
al HLB. La deteccién temprana es critica para reducir la diseminacién de esta
enfermedad y minimizar el impacto econdmico de los diagndsticos erréneos.

El principal desafio para la deteccidén es el muestreo, dificultado por la des-
igual distribucion espacio-temporal de ‘Candidatus Liberibacter’ spp. tanto
en las plantas como en los insectos, y por el largo periodo de latencia entre
la inoculacion y el momento en que se puede detectar la bacteria. El método
estandar aceptado por muchos laboratorios y por las agencias reguladoras
para una determinacién inicial de infeccién por ‘Candidatus Liberibacter’ spp.
es la PCR cuantitativa (qPCR) en tiempo real de Li et al. (2006), dirigida a
una secuencia del gen ribosomico 16S. Después, se pueden realizar ensa-
yos con PCR convencional y secuenciacion del ADN para verificacion final. La
gPCR puede detectar hasta una copia del ADN, y es por ello que el reto mas
importante no es la sensibilidad sino la distribucion desigual espacio-temporal
(Kunta et al., 2014; Louzada et al., 2016). Diversos estudios han demostrado
que la deteccion de estas bacterias en arboles infectados se demora desde
varias semanas a meses después del momento de la inoculacion, dependien-
do del tamafio y el tipo de arbol (Bové, 2006; Gottwald, 2010). De hecho, la
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planta es una fuente de indculo bacteriano para el vector mucho tiempo antes
de que las bacterias puedan ser detectadas.

En cuanto a los métodos de deteccion remota, se sabe que los parametros
del espectro electromagnético proporcionan informacion sobre el estrés fisio-
l6gico de la planta y se pueden encontrar diferencias entre plantas sanas y
enfermas en la region del visible-infrarrojo (Purcell et al. 2009). Se han hecho
varios ensayos comparando plantas sanas y plantas afectadas por HLB que
han demostrado el potencial de la espectroscopia para detectar la infeccion
por HLB en condiciones de campo (Garcia-Ruiz et al., 2013; Mishra et al.,
2011). Estas técnicas se han de seguir desarrollando, centrandose en equi-
pamientos de bajo coste que permitan una deteccion espectroscopica rapida
con reduccion de falsos positivos (Arredondo et al., 2016).

Se han estudiado también otros métodos de diagndstico. Asi, la determina-
cién de la cantidad de almiddn en la hoja del citrico permite diferenciar hojas
infectadas por HLB, ya que en éstas se produce una acumulacién de almidén,
de otras con sintomas visualmente analogos como la deficiencia de zinc (Pou-
rreza et al., 2014, 2015). También el analisis quimico, mediante cromatogra-
fia de gases y espectrometria de masas, de compuestos organicos volatiles
que emanan de arboles infectados por HLB muestra que la huella de estos
biomarcadores es especifica de las bacterias asociadas al HLB y podria ser
una herramienta muy util (Aksenov et al., 2014). La puesta a punto de técni-
cas de deteccion y diagndstico sensibles y especificas no es solo importante
para determinar la presencia de la bacteria, sino también para la evaluacion
de cualquier tratamiento sobre las poblaciones de ‘Candidatus Liberibacter’
spp., Ya que la interpretaciéon de los resultados es muy dependiente del mé-
todo de deteccion utilizado (Blaustein et al., 2018).

Control del HLB

Las dos estrategias basicas de manejo de enfermedades bacterianas trans-
mitidas por vector son: reducir la poblacidon de vectores y reducir la cantidad
de indculo disponible para los vectores. En el caso del HLB, la efectividad de
estas estrategias esta avalada por la investigacion cientifica (Belasque et al.,
2010; Ayres et al., 2015; Bergamin Filho et al., 2016), pero solo tienen éxito
si la epidemia estd en los primeros estadios, cuando el nivel de indculo es re-
lativamente bajo, mientras que en areas donde el HLB ha llegado a estar bien
establecido el efecto puede limitarse simplemente a ralentizar la dispersion
de la enfermedad y disminuir sus consecuencias (Monzo y Stansly, 2017).
Ademas, la optimizacion de estas estrategias dependera de las tecnologias de
deteccion temprana, de manera que los arboles infectados se puedan identi-
ficar y eliminar antes de que lleguen a constituir una fuente de indculo para
el vector. Aunque esta forma de control es esencial, por si sola no puede
mitigar las consecuencias a largo plazo de la enfermedad (Blaustein et al.,
2018). A esto hay que afiadir que cualquier medida frente al HLB dependera
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de su implementacién en un area extensa y de una participacion cooperativa
de todos los productores. Las aplicaciones de insecticidas en Florida no fue-
ron muy efectivas debido a la participacion incompleta de los agricultores en
determinadas zonas (Singerman et al., 2017). Ademas, en Florida no se han
eliminado los arboles de parcelas abandonadas y de areas urbanas cercanas a
las zonas de produccion de citricos, con lo que la presién de estas fuentes de
indculo ha persistido (Tiwari et al., 2010), mientras que en Brasil un compo-
nente de la efectividad ha sido la eliminacién continua de arboles infectados
y la erradicacién total de parcelas abandonadas y de huéspedes alternativos
(Belasque et al., 2010). Las nuevas estrategias para manejar el HLB incluyen
la utilizacién de sustancias frente a la bacteria que sean amistosas con el
medio ambiente, de compuestos que estimulen el crecimiento de las plantas
y/o promuevan las defensas del hospedador, la termoterapia y la puesta a
punto de estrategias para desarrollar resistencia en la planta frente a estas
bacterias. Ademas, también es muy importante el estudio de la microbiota
asociada al citrico y sus implicaciones para la salud del arbol.

El incremento en la nutricidn y la irrigacion es una practica cada vez mas ge-
neralizada entre algunos agricultores de Florida (Fletcher et al., 2018), que
afirman que de este modo los sintomas son menos pronunciados y se mejora
el rendimiento, tanto en cuanto a produccion como a calidad de la fruta. Si
bien es cierto que los arboles sometidos a cualquier tipo de estrés son mas
susceptibles a infecciones, los resultados de la investigacion cientifica a este
respecto en el caso del HLB no son concluyentes, tal vez porque los efectos
de una nutricion optima y una buena irrigacion son solo aparentes después
de 2-3 afios, y algunos de los estudios realizados son en plazos mas cortos
(Gottwald et al., 2012; Stansly et al., 2014; Kadyampakeni et al., 2015; Mor-
gan et al., 2016; Hamido et al., 2017; Plotto et al., 2017; Rouse et al., 2017;
Tansey et al., 2017). En cualquier caso, la tendencia ahora en arboles infec-
tados por HLB es llevar a cabo este tipo de acciones para promover un buen
estado de salud y una buena produccion de fruta (Roka et al., 2009; Zansler,
2017), con el objetivo de convivir con la enfermedad en lugar de eliminarla.
Otra aproximacion es reducir el periodo hasta la produccion de fruta y maxi-
mizar el rendimiento con cultivo altamente intensivo (Roka et al., 2009), a
fin de que la tasa de recambio de arboles sea mayor conforme los sintomas
de HLB se vayan haciendo mas severos. Y otra estrategia es la aplicacion de
mezclas de fertilizantes foliares, en un intento de compensar la pérdida de
nutrientes por el bloqueo del floema en los arboles infectados. Es interesante
tener en cuenta que se ha calculado que todas estas nuevas medidas han in-
crementado los costes de produccion en un 40% (Irey et al., 2008).

Tratamientos quimicos

Los compuestos antimicrobianos han desempefiado un papel muy importante
en la agricultura, principalmente en Estados Unidos, para el control de di-
versas bacterias fitopatdgenas, como Erwinia amylovora (Stockwell y Duffy,
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2012). En 2016, se aprobd el uso de sulfato de estreptomicina, hidrocloruro
de oxitetraciclina y complejo calcico de oxitetraciclina en aplicacién foliar para
el tratamiento del HLB en Florida; sin embargo, el potencial benéfico de estos
compuestos no esta claro (Wang et al., 2017). Mientras que la utilizacién de
antimicrobianos de espectro reducido puede ser interesante como una he-
rramienta mas para el manejo de la enfermedad con soluciones proactivas
(Blaustein et al., 2018), la utilizacién de antibidticos relacionados con el am-
bito humano y veterinario se debe evaluar muy cuidadosamente (Chang et
al., 2015; Franklin et al., 2016). Sin embargo, aunque en los afnos 70, tanto
en Asia como en Africa, se obtuvo escaso éxito con la inyeccion en tronco de
compuestos basados en tetraciclina (Zhang et al., 2013), el drastico impacto
del HLB en la produccidon de citricos en los Ultimos 15 afios ha hecho que el
desarrollo de estrategias basadas en antimicrobianos haya cobrado interés
nuevamente.

Hay estudios recientes, tanto en invernadero como en campo, sobre las fluc-
tuaciones en las poblaciones de ‘Candidatus Liberibacter’ spp. en hojas de
arboles tratados con antibioticos de amplio espectro mediante pulverizacion
foliar, inmersion de raices y/o inyeccion en tronco (Hu y Wang, 2016; Shin et
al., 2016; Yang et al., 2016; Zhang et al., 2011, 2013). Son ensayos de gran
duracién, habitualmente de mas de un afio, ya que se necesitan tiempos lar-
gos para diferenciar los efectos de los antibidticos de la estacionalidad natural
de las poblaciones patdgenas de ‘Candidatus Liberibacter’ spp., puesto que
se sabe que estas bacterias tienen la capacidad de moverse por todo el arbol,
de las raices a las hojas y de las hojas a las raices, en distintos momentos
a lo largo del afio (Wang et al., 2017; Zhang et al., 2013). Los ensayos con
penicilina inyectada en tronco han mostrado cierta efectividad y pocos efectos
colaterales en la poblacion bacteriana autoctona (Shin et al., 2016), aunque
parece haber algunas limitaciones en el transporte del antimicrobiano por
todo el sistema vascular del citrico. No obstante, en ausencia de ensayos a
largo plazo, la posibilidad de aparicion de resistencias a este B-lactamico li-
mita su aplicacion comercial a escala de campo. En cuanto a los ensayos con
hidrocloruro de oxitetraciclina, también mediante inyeccidon en tronco (Hu y
Wang, 2016), revelan que es un compuesto efectivo en la reduccién de las
poblaciones de Calas, pero todavia tiene que determinarse la dosis dptima
para reducir su fitotoxicidad y, ademas, la duracion del efecto no esta clara,
ya que se ha observado un recrecimiento de las bacterias acantonadas en
ciertos reservorios como las raices (Blaustein et al., 2018), debido al movi-
miento estacional de la bacteria por diferentes partes de la planta. Se ha com-
probado también que el efecto sinérgico de dos o mas antibidticos, mediante
una terapia combinada, puede prolongar su actividad antimicrobiana frente
a Calas (Zhang et al., 2011), aunque los estudios de campo en este sentido
han mostrado un aumento en las poblaciones de la bacteria entre primavera
y otofio que podria deberse a su recrecimiento o a reintroduccion de indculo a
través del insecto vector (Zhang et al., 2011). Y, ademas, estos tratamientos

122



15° Symposium Nacional de Sanidad Vegetal

inducen un cambio en la estructura poblacional de la microbiota nativa de las
hojas (Zhang et al., 2013). En definitiva, a pesar de los avances prometedores
en el uso de antibidticos de amplio espectro para controlar ‘Ca. Liberibacter’
spp., hay todavia muchos desafios, que incluyen la estacionalidad de las po-
blaciones de la bacteria (lo que implica oscilaciones de las mismas, de modo
que la bacteria parece restablecerse con el tiempo), su minima inactivacién
en los brotes mas maduros, la fitotoxicidad del antimicrobiano y el impacto
adverso del mismo sobre la abundancia y la diversidad de la microbiota nati-
va (Blaustein et al., 2018). Por tanto, la optimizacién de los tratamientos en
campo con este tipo de antibidticos requiere mas investigacion.

Es posible que moléculas mas pequenas que los antibidticos de amplio espec-
tro controlen el HLB de modo mas efectivo y minimicen el impacto ecoldgico
adverso relacionado con la fitotoxicidad y la disrupcion de la microbiota nati-
va. Sin embargo, el desarrollo de nuevos compuestos terapéuticos que ten-
gan como diana especificamente a ‘Ca. Liberibacter’ spp. es un reto debido a
las dificultades asociadas con la identificacion de las dianas moleculares, ya
que, como se ha comentado anteriormente, estas bacterias no pueden ser
cultivadas en el laboratorio. Aln asi, se han buscado compuestos con acti-
vidad frente a ‘Ca. Liberibacter’ spp., basandose en la informacion que pro-
porcionan los genomas (Duan et al., 2009), y también utilizando organismos
filogenéticamente emparentados, que si son cultivables, como organismos
modelo (por ejemplo, Agrobacterium tumefaciens y Sinorhizobium meliloti)
(Akula et al., 2012; Gardner et al., 2016; Pagliai et al., 2014).

Otra aproximacion alternativa a los antibidticos es la termoterapia, que con-
siste en someter plantulas a temperaturas de entre 42 y 45 °C durante un
determinado tiempo (Fan et al., 2016; Yang et al., 2016). Aunque este méto-
do es laborioso y econdmicamente costoso en campo, se han hecho muchos
esfuerzos en equipamiento comercial para hacerlo mas factible a gran escala
(Trotochaud y Ehsani, 2016). Sin embargo, mientras que en plantas pequefias
en invernadero se ha demostrado que la termoterapia reduce las poblaciones
de Calas (Fan et al., 2016), en arboles maduros en condiciones de campo los
resultados son mixtos (Yang et al., 2016; Doud et al., 2017).

La aplicacion de compuestos que favorecen el crecimiento de la planta y es-
timulan sus defensas, como algunos esteroides (Canales et al., 2016), acido
ascorbico (Li et al., 2016) o L-arginina (Martinelli et al., 2016), es otro de los
tratamientos que se han ensayado frente al HLB. Si bien este tipo de com-
puestos parecen contribuir a disminuir la progresion de los sintomas de HLB
por su efecto positivo en las defensas del citrico y en su crecimiento, no tie-
nen un fuerte impacto deletéreo sobre ‘Ca. Liberibacter’ spp. (Blaustein et al.,
2018). En la misma linea, se ha demostrado que la adicion de micronutrien-
tes puede favorecer el crecimiento de arboles asintomaticos en los primeros
estadios de la infeccion por HLB, pero no tienen un efecto significativo en
arboles enfermos que estan en etapas avanzadas (Wang et al., 2017) porque
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no reduce las poblaciones de la bacteria (Blaustein et al., 2018). Otras posi-
bles herramientas, como el uso de nanoparticulas de zinc (Young et al., 2017)
requiere mas investigacion.

Microbiota de los citricos

La microbiota de la planta desempeiia un papel critico en su desarrollo porque
contribuye al control de las enfermedades y la tolerancia al estrés, entre otras
funciones. De hecho, aprovechar el potencial beneficioso de la microbiota na-
tiva puede ser una solucion econémica y logisticamente factible para controlar
bacterias complicadas como ‘Ca. Liberibacter’ spp. (Blaustein et al., 2018).
Hay varios estudios centrados en los cambios en abundancia y diversidad de
las comunidades microbianas asociadas a los citricos durante el desarrollo del
HLB (Blaustein et al., 2017; Zhang et al., 2017). En este sentido, comparan-
do arboles sanos con arboles enfermos se ha podido identificar microbiota
asociada a los citricos sanos que puede tener varias funciones: competir con
‘Ca. Liberibacter’ spp. por los nutrientes, limitando asi su capacidad de crecer
y dispersarse; producir compuestos con actividad antagonista frente a ‘Ca.
Liberibacter’ spp. y otras bacterias asociadas con enfermedad; favorecer la
adquisicidn de nutrientes por parte de la planta, lo cual puede aliviar las de-
ficiencias de nutrientes relacionadas con los sintomas de HLB; e inducir rutas
de seializacion de la planta que estimulan respuestas de defensa (Blaustein
et al., 2017). Puede haber también otras causas mas generales que den lugar
a determinadas asociaciones entre microbiota y citrico sano, como la prolife-
racion de ciertos taxones en plantas mas sanas, la respuesta de las comuni-
dades microbianas a la supresion de las defensas de la planta por la presencia
de ‘Ca. Liberibacter’ spp. (Wang et al., 2017) o cambios en los niveles hormo-
nales de la planta durante la alimentacion del vector (Casteel et al., 2012). De
hecho, las asociaciones de microorganismos con los citricos varian en funcién
de factores diversos como la localizacidn geografica, el cultivar, la estacidn,
la hora del dia y también la severidad de los sintomas de HLB (Blaustein et
al.,, 2017). La abundancia relativa de ‘Ca. Liberibacter’ spp. entre la micro-
biota (epifita y enddfita) de las hojas se correlaciona positivamente con la
progresidon de sintomas de HLB y negativamente con la diversidad de esta mi-
crobiota (Blaustein et al., 2017). Se han encontrado relaciones mutuamente
excluyentes entre ‘Ca. Liberibacter’ spp. y miembros de las familias Burholde-
riaceae, Micromonosporaceae y Xanthomonadaceae (Blaustein et al., 2017).
Los géneros Bradyrhizobium y Burkholderia son dominantes entre rizosfera y
rizoplano de citricos y se ven severamente afectados por HLB, por lo que pue-
den estar implicados en interacciones beneficiosas con el arbol (Zhang et al.,
2017). Se ha demostrado que la inoculacién de plantulas de citrico con cepas
de Burholderia aisladas de la microbiota de la raiz de citricos sanos desenca-
dena la expresion de genes de la planta implicados en resistencia sistémica
adquirida y limita la infeccion por ‘Ca. Liberibacter’ spp. (Zhang et al., 2017).
En definitiva, una linea de investigacidn de futuro es caracterizar las interac-
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ciones entre la microbiota autdctona, ‘Ca. Liberibacter’ spp. y la planta, con
el fin de desarrollar nuevas estrategias para modificar hasta cierto punto las
comunidades microbianas asociadas a la planta y mitigar asi el HLB. Puesto
que la diversidad de la microbiota autoctona puede ser muy importante para
combatir el HLB y favorecer la salud de los citricos, su abundancia y diversi-
dad se puede potenciar, ademas, con el uso de aditivos organicos (Joa et al.,
2014).

Los virus bacteriofagos son también parte de la microbiota autdctona, y las
terapias con fagos especificos tienen que ser investigadas, aunque es funda-
mental optimizar el método de administracién en la planta.

Desarrollo de citricos resistentes al HLB

No se ha encontrado evidencia de la presencia de genes de resistencia al HLB
en ninguna variedad de citricos. Sin embargo, hay una diferencia sustancial
en la tolerancia a la enfermedad de distintas variedades y patrones. Las va-
riedades de citricos tolerantes al HLB tienen una carga de ‘Ca. Liberibacter’
spp. mucho mas reducida que las variedades susceptibles (Albrecht y Bow-
man, 2012b) y muestran sintomas menos severos (Fan et al., 2012). Pero se
requieren muchas generaciones de seleccion para desarrollar nuevos cultiva-
res de citricos con cualidades especificas. El largo periodo de juventud de los
citricos cultivados a partir de semillas y la necesidad de grandes extensiones
de tierra para cultivar y evaluar arboles se suman a los desafios de la mejora
convencional.

Se han hecho ensayos para generar citricos transgénicos que sobreexpresan
determinados genes implicados en la resistencia sistémica adquirida o en la
producciéon de compuestos con actividad antimicrobiana (Dutt et al., 2015;
Hao et al., 2016), pero en Europa no podran comercializarse. Hay lineas de
investigacion sobre la utilizacion de una version manipulada del virus de la
tristeza para atacar a ‘Ca. Liberibacter’ spp. (Ledford, 2017), o la tecnologia
CRISPR-Cas9 para producir cultivares menos susceptibles a estas bacterias
0 que expresen genes que prevengan la transmisién por el vector (Ledford,
2017; Wang et al., 2017). Pero para obtener resultados en este sentido aun
falta mucho tiempo y, ademas, hay que esperar a que se establezca una le-
gislacion al respecto (Ledford, 2017).

RETOS PARA EL CONTROL DEL HLB

El HLB esta entre las enfermedades de plantas mas complicadas, asi que su
manejo esta también entre los mas arduos. Son diversos los factores que
hacen que el control del HLB siga siendo un desafio. Las bacterias de ‘Ca.
Liberibacter’ spp. siguen sin poder ser cultivadas, hecho que obstaculiza la in-
vestigacion en las interacciones bacteria-hospedador y vector-hospedador. La
transmision por insecto vector afiade otro elemento de complejidad bioldgica,
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y los factores relacionados con el psilido (comportamiento de vuelo, alimen-
tacidn, apareamiento, atraccion por los colores de la planta y los compuestos
volatiles) tienen gran influencia en la epidemiologia de la enfermedad. Ade-
mas, el citrico es un cultivo perenne que generalmente se trasplanta en cam-
po como patrones injertados, de manera que los arboles tienen tipicamente
dos genotipos diferentes. Por tanto, hay numerosas interacciones entre el
hospedador, la bacteria patdgena y el vector, ademas de las interacciones de
cada uno de estos con los otros miembros del nivel tréfico y con el ambiente
fisico (clima, caracteristicas del suelo y practicas agrondmicas).

Los lugares en que el HLB se ha convertido en endémico constituyen reservo-
rios de la bacteria y del vector. El control de las poblaciones del vector es, por
tanto, critico para el control de la bacteria en campo, pero hay que disminuir
la dependencia de insecticidas. La integracion de multiples estrategias, junto
con el control de los vectores, puede ser esencial en la optimizacion de la efi-
cacia y la sostenibilidad del manejo del HLB (Blaustein et al., 2018). Dentro
del arbol, la bacteria esta restringida al floema, por el cual se mueve de una
forma aparentemente erratica y no uniforme por todo el arbol, asi que los
compuestos que se utilicen con efecto antimicrobiano deben entrar en con-
tacto con ‘Ca. Liberibacter’ spp. penetrando en el floema y llegando a disper-
sarse ampliamente por todo el tejido vascular. La inyeccion en tronco, como
alternativa a la pulverizacion foliar, es muy laboriosa para hacerla en campo e
incluso presenta limitaciones para el transporte del producto hasta las raices
(Shin et al., 2016), con el problema afiadido de la posible fitotoxicidad de los
compuestos a emplear. El periodo de latencia entre la infeccion y la aparicion
de sintomas (Stansly et al., 2014), conforme la bacteria va alcanzando altos
nuimeros poblacionales (mas de 106 células por gramo de tejido de hoja)
(Coletta-Filho et al., 2014; Hu y Wang, 2016), también hace dificil predecir el
momento de inicio de la infeccion, que parece ser el mas apropiado para que
los tratamientos sean mas efectivos (Martinelli et al., 2016). Cuando el HLB es
diagnosticado, las poblaciones de ‘Ca. Liberibacter’ spp. ya estan bien esta-
blecidas y superan, al menos parcialmente, los tratamientos antimicrobianos.
El uso prolongado de estos tratamientos, para potenciar su efectividad, con-
lleva problemas de coste, de posibles efectos adversos medioambientales y
de aparicion de resistencias no solo en la poblacién de las bacterias patégenas
sino también en la microbiota autdctona (Blaustein et al., 2018).

CONCLUSIONES

El impacto del HLB en muchas areas citricolas del mundo y la amenaza de su
aparicion en otras han ido en aumento. Sin duda, la prevencion es el mejor
modo de proteger nuestra citricultura de esta enfermedad, ya que los esfuer-
zos realizados hasta ahora para su control y el de los vectores no han tenido
un gran éxito. No obstante, se estd avanzando en la comprension de las inte-
racciones entre las plantas hospedadoras, las bacterias patdgenas asociadas
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y los insectos vectores, su biologia y sus caracteristicas a nivel molecular, y
todo ello redundara en estrategias de manejo de la enfermedad mas efec-
tivas. Los resultados que se van obteniendo, incluso los menos favorables,
abren nuevos horizontes para el control del HLB. Por ello, es necesario fo-
mentar la investigacién para generar nuevo conocimiento y reducir asi, en el
menor plazo de tiempo posible, las enormes pérdidas econdmicas que causa
esta enfermedad.
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