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| RESUMEN

El preéente trabajo constituye el primer estudio sistemdtico
para detgctar' la enfermedad conocida com6 ‘Tristeza de los
Citricos’, Qausada por un virus qné lleva el mismo nhombre: Virus
de l& Tristéza de los Citricos (VIC). Dada la relaciéon de
dependencia mutua, en este trabajo se utilizé el término “VIC~
para'denotar al virus y "Tristeza” para denotar a lg enfermedad.

Conforman el estudio realizado un total de 2388 éfboleg de
citricos de 111 <fincas localizadaé en los departamentos de
Izabal, 2Zscapa, Chiquimula, Jutispa, Santa Rosa; Escuintlé,
Guatemala, Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango, San Marcos,
Alta Verapaz, Baja Verapaz y El Progreso.

'Los factores que se tomaron en consideracién son: 1) la
especie del citrico, 2) la variedad del portainjerto o patrén de
cultivo, ¥y 3) la seroclogia de 1la enfermedad. Ademds = se
incluyeron otros .factores como la edad de los 4drboles, 1la
condici6én sintomdtica de los drboles y la presencia de &fidos,
estos dos 0ltimos se estudiaron en fdrma descriptiva.

Los resultados que arroja este éstudio revelan que si hay
presencié del Virus_de la Tristeza de 1osVCitricos en Guatemala,
tanto cepas -severas como moderadas y los cultivog con  mayor
incidencia del mismo son calamondin y mandarinas. Asimismo, la
propagacién de la enfermedad de la Tristeza de los Citricos en
Guatemala no se aéopla al patrén observado en Sur ¥y
Cenﬁroamérica, por lo que se oconsidera que todavia existe la

pogibilidad de evitar la dispersién de la enfermedad.
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I. INTRODUCCION

Por la variedad de regiones con microclimas esﬁecificos que
existen en Guatemala, la produccién de citricos se realiza en todo
el pais desde hace &afios, tanto a nivel industrial como individual,
principalmente en la regidén suroriental del pais.

La necesid&d de crear cultivos libres de enfermedades, de
véptimas condiciones fitosanitarias, de superior productividad v
calidad de fruta, ha llevado a los citricultores en Guatemala al
igual que en 1otros paises a importar material vegetativo con estas
supuestas cualidadés. |

Tristéza de los Citricoa, este es el nombre de la enfermedad
viral gque mayores dafios ha causado a las plantaciones de citricos
alrededor del mundo, y es el &fido Toxopiera Qiﬁrigidnﬁ el
principal de los vectores que disemina dicha enfermedad. La
Tristeza ha provocado pérdidas de cosechas de citricos y también ha
.provocado grandes pérdidas econémicas a los productores.

La enfermedad de la Tristeza de los Citricos, se caracteriza
en los peores casos por un colapso répido del &rbol, marchiténdose
v muriendo a las pocas semanas de aparecer los sintomas. En casos
benignos, el debilitamiento del_ dérbol es m&s lento y suelen
aparecer acanaladuras en el tallo y un clareamiento en las venas de
las hojas. Esta enfermedad provoca la necesidad de detectar a los
&drboles enfermos para erradicarlos v evitar su continua
propagacibébn, asi comc a los posibies vectores. Puede detectarse
por la técnica de ELISA, muy confiasble y de las menos costosas

actualmente.



La severidad de la enfermedad de la Tristeze de los Citricos
depende del citrico en cueétién. Hay variedades y patrones gue son
resistentes o tolerantes a esta enfermedad, en estos casos el
problema es Minimo. Loz 4drboles gque crecen scbre patrones o
variedades _susceptibles a la Tristeza son lozs gque muestran los
sintomas que al final los conducen a la muerte.

| El naranjolagrio ha sido el portainjerto con les cualidades de
_mayor.resisténcia tanto.para las enfermedades psorosis y gomosis,
de las principales en citricos, comc para una amplis gema de otras
enfermedades, razén por 1& cual su uso se hizo sxztensivo. Sin
embarge, eate portainjertoc es en extremo susceptible & la
enfermedad de la Tristeza y ésta ha logrado extenderass desde Asia
hasta Sudamérica, devastando grandes plantaciones de citricos vy
causando pérdidas econémicas v de divisas a productores y paises
exportadores.

En América también se ha manifestado en forme devastadora. El
avance de la enfermedad ha sido lento pero continuo. La Tristeza
de los Citricos ha migrado, Junto con su vector . citricidus,
desde Sudamérica vy ya_ésté presente en Centroamérica en los paises
de Panamé, Costa Rica, Nicaragua, Honduras y probsblemente en
Belice; en El Salvador se iniciaron estudios hasta hace muy poco.
In  Guatemala no 8e habian hechoe estudios sistemdticos con
regultados slignificativos que demuestren la presencla de la
enfermedad en el pais.

£l presente trabajo pretende demostrar que la enfermedad de la
Tristeza de los Citricos estd presente en Guatemals. Dado que la

determinacién de la presencia de Tristeza en Hondurss y Belice es
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muy reciente v que de El Salvador no se tienen resultados finales
que 'demuestren la presencia e indice de incidencia' de esta
enfermedad, se intenta dar mayor énfasis a las regionesa
guatemaltecas fronterizas con los paises de El Salvador y Honduras
como plano para determinar si la Tristeza ya estd presente en
Guatemala:; en dicho caso, servird para alertar a México y Estados
Unidos, paises que tienen producciones cltricolas de gran

importancia econémica.






11. IMPORTANCIA

En Guatemala, la exportacién de citricos es minima ¥y no logra
generar divisas significativas al pais; sin embargo, la produccién
interna es suficiente como para ahorrarse de la importacidn de este
producto al mercado, y a nivel nutricional varia la dieta y provee
vitamina C a los consumidores.

El comercio con citricos, al igual.que con cualquier otro
gfoducto, exige mejoramiento de calidad para lograr mayores
ganancias, por lo tanto, es necesaria la produccién de citricos
libres de enfermedades para obtener frutos de calidad.

Para que exista comercio internacional de especies-vegetales
es de suma importancia que todo material sea certificado, libre de
enfermedades o© que permanezca dentro de limites existentes al
respecto. |

La toma de muestras se realizé en plantacliones comerciales e
individualeé de citricos en las regiones del suroriente,
surodcidenté ¥y norte-centro del pais. La regién del oriente denota
especial interés en el sentido que los departamentos de Izabal,
Zacapa, Chigquimula y Jutiapa son los qué colindan con las fronteras
de El Salvador, Honduras y Belice, por lo que puede detgrminarse si
'a través de ellos existe un frente de introduccién de Tristeza al
pais. El interés 'en los departamentos de Escuintla y Santa Rosa
radica principalmente en que son éstos donde se éncuentran los
cempos citricolas de hayor importancia a nivel comercial.
Asimismo, en E1l  Progreso y Escuintla donde haya plantaciones del
cultivo de calamondin, citrico ornamental que se ha eatado

exportando desde hace algunos afios.






I1I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Se plantea como hip6tesis:

VERIFICAR LA PRESENCIA DE LA ENFERMEDAD DE LA TRISTEZA DE LOS
CITRICOS EN GUATEMALA, TANTC EN SU FORMA MODERADA COMO SEVERA.
También se plantean las siguientes asociaciones:

La incidencia del VTC detectada por ELISA no depende de la
especie de citrico.

La incidencia del VTC detectada por ELISA no depende de la
variedad del patrédn de injerto.

La incidencia del VTC detectada por ELISA no depende de la
edad del &rbol.

La incidencia del VTC detectada por ELISA no depende de 1la
presencia de poblaciones de éfidos.

La=incidencia de sintomas visuales externos de Tristeza no se

relaciona con la presencia del VTC.

Este trabajo pretende como objetivos:

. Verificar la presencia de la enfermedad de la Tristeza de los
Citricos en los campos citricolas del pais.

Adaptar el método internacional de deteccién del VIC a las
condiciones regentes en Guatemala.

8i hay presencia de Tristeza, entonces determinar en forma
especifica las plantaciones y/0 @&rboles infectados para

proporcionarles el tratamiento de saneamiento respectivo.




Lograr el establecimiento de cuando menoe un laboratorio y
capacitar al personal necesario para realizar las pruebas de
laboratorio  pertinentes para la determinacidén de la
enfermedad..

Sugerir politicas de control y erradicacién de la enfermedad a

los enoargados de control fitosanitario en el pais.



IV. ANTECEDENTES

A_. CITRICULTURA EN GUATEHALA

i. SITUACION ACTUAL

SegGin Zaparolli (1991), no hay informacién exacta relacionada
con el cultivo de los citricos en Guatemala, principalmente debido
a que las plahtaciones eaﬁén dispersas y muchas vecee en estado
semigilvestre.

Seguin Salguero (1892) la importancia socloecondémica dq la
industria citrica eh Guatemala radica en cuatro aspectos: 1) es una
fuente generadora de empleo desade la siembra hasta la
comercializacién, 2) ayuda a mejorar la dieta alimenticia de los
consumidoreg, 3) OOntfibuye al aprovechamiento racional de los
recursos naturales del pais, ¥y 4) los citricos congtituyen una
alternativa viable de diversificacién agricola.

La-naranja (Citrus aingnaia) es una planta que puede adaptarse
a diversidad de climes j condiciones, siendo la mejor de éstos el
clima suthropibgl (Zaparolli, 1891).

Bajo estas condiciones se obtiene una cosecha estacional en
invierno, fruta con buen color externo, jugo de alta calidad con
buen contenido de s6lidos esolubles totales (SST) expresados en
gradog Brix y un buen balance SST/4cidos (Zaparolli, 1981).

En Guatemala, lag condiciones s0n de clima tropical
(Zaparolli, 1891). Un hecho importante que hay que tener presente
es que en Guatemala se cultivan en gran escala y conocen Ppor
limones a las limas &dcidas (Citrus aurantifolia), aungue también se
cultive en muy baja escala al limén verdadero (Citrus limon).
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La mayor parte de la produccién citrica se utiliza para el
conaumo interno como fruta fresca. El nivel de exportacidén es
minimo ¥ se. restringe a El Salvedor, Hondur&é v el sur de México;
no obstante, se trabajs para buscar otros mercados mediante la
industrializacidn (Salguefo, 1992).

El cultivo de 1los citricos se inlcié en Guatemala desde los
tiempos de 1la Colonia. En el afio 1966, el Ministerio de
hAgricultura implementd el Proyecto de Fomento del Cultiveo dg los
Citricos. En los afios 70°s la Asociacién Nacional del Café,
ANACAFE, implementd un programa de diversificacidn agropecuaria
para las zonas céfetaleraa, dentro del cual se incluian a los
citricos como una de las alternativas. A partir de 1980, la
tendencia de las plantaciones de citricos ha crecido de forms muy
lenta ya que se ha ido definiendo en base a la demanda del mercado
interno-y la de los paises a los gque exporta (Zaparolli, 1991).

Segin Zaparolli (1991), bajo las condiciones de clima tropical
gque existe en Guatemala, el cultivo de naranja presenta una serie
de problemas muy ligados al clima, dentro de los principales:

a. Cosecha repartida en mayor nimero de mesges por floracidn mss
prolongada. Constituye una ventaja para la agro-industria al
ampliarse su _periodo de funcionamiento, pero tamblén se
cog8echa fruta con diferentes grados de maduracidn.

b. La faltas de cierto grado de frio no permite la coloraciédn
natural externa de la fruta, a0Gn cuando interiormente ha
alcanzado el grado comercial de madurez adecuado.

<. Las naranjas que se desean destinar para la produccidn de

jugos, poseen un contenido bajo de SST.
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d. El color del jugo de naranjas de las zonas bajas, tiende a ser
muy palido.

Por lo tanto, se recomienda sembrar naranjas en regiones con
altitudes de 500 a 1500 msnm., ¥y con las condiciones de humedad y
" temperaturas adecuadas. (Zaparolli, 1991). En el caso de las
mandarinas, se encuentran los mismos problemas que en naranjas,
principalmente, persistencia del color verde de la cascara en fruta
_internamente madura (Zaparolli, 1991).

El naranjo agrio (C. aurantium) fue el patrdén de uso principal
para naranja dulce durante varias décadas en diversos paises por
ser resistente a la gomosis causada por Phvtophthora sp. AlGn
existen viveros particulares que contintan usando este patrdn, esata
es una razén por la cual Guatemala también presenta las condiclones
para la diseminacién de la Tristeza (Salguero, 1992; vy Flores,
+1993). =

La producci6én ha aumentado de 1978 a 1990 debido al incremento
de A&rea sémbradq y al mejoramiento de las técnicas de produccidn.
En Guatemala hay cerca de 5850 hectéreas (Ha) plantadas en un 85%
con naranja dulce, 5% de limén criollo, 6% de lim6n. persa, un 3%
con mandarina y el resto de otros citricos como toronjas, tangelos,
limas dulces, etc. (Salgﬁero, 1892).

La recopilacién més reciente con informacién relaclionada con
los citricos en Guatemala fue hecha en 1990 por el Proyecto
Desarrollo de la Fruticultura del Programa MOSCAMED, los datos se

muestran en los siguientes cuadros (Zaparolli, 1991).
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CUADRO 1. Superficie plantada v Producciodn de Citricos.
Guatemala, 19850.
SUPERF.- SUPERF. | PROD. DEPARTAMENTOS
CULTIVO PLANTADA | PROD. 1985-90 PRINCIPALES
{Has) {Has) (TM) (AREA SEMBRADA)
Escuintla (43%)
NARANJA Santa Rosa (22%)
DULCE 5000 4000 74282 Quetzaltenango (12%)
Suchiteréquez (8%)
Izabal (8%)
LIMON 300 278 7834 El1 Progreso (60%)
CRIQLLO Escuintla (32%)
Escuintla (35%)
Zacapa (19%)
LIMON San Marcos (12%)
PERSA 350 267 4575 Quetzaltenango (14%)
Retalhuleu (8%)
Suchitepéquez (8%)
Santa Rosa (47%)
MANDARINA 200 182 2264 Retalhuleu (25%)
Quetzaltenango (14%)
- TQTAL 5850 4727 88955

FUENIE: Programa MOSCAMED, Proyecto Desarrollo de la Fruticultura
(tomado de Zaparolli, 1991, p 8.

CUADRO 2. Productividad de los citricos (rendimiento/hectérea,
‘TM/Ha.).
COQSECHA 18978/79 COSECHA 18988/80
CULTIVO PROD. SUP. PRODUC- PROD. SUP. PRODUC-
{(TM) PROD. TIVIDAD (TM) PROD. TIVIDAD
{(Has) (Has)
N. DULCE 30666 2743 11.18 74282 4000 18.57
LIMONES 4830 445 10.85 12409 545 22.77
- Persa 7834 278 28.18
- Criollo 4575 287 17.13
MANDARINA 2264 182 12.44
TQOTAL 35496 3188 11.13 883955 4727 18.82

FUENTE: Censé Agropecuario Nacional, 1979
Programa MOSCAMED, Proyecto Desarrollo de la Fruticultura
(tomado de Zaparolli, 1881, p 10).
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2. VARIEDADES DE CITRICOS
Hay gran variedad de citricos: naranjas, limones, mandarinas,
limas, toronjas, pomelos vy sus hibridos. Todos estos frutos son
may apreéiados para su éonsumo, va sea como fruta fresca, en jugos,
mermeladas, como condimentos, aceites esenciales para la industria
de bhebidas o deshidratédo con fines de exportacidén (Zaparollil,
1881).
a. Naranja dulce (Citrus sinensis)
Informacién recabada por Zaparolli (1991) seflala que en
Guatemala se producen alrededor de 18 variedades de naranja dulce,

siendo éstas las sigulentes:

1. Valencia (10 selecciones) 10. Person Brown
2. Washington (4 selecciones) 11. Ruby Red

3. Jaffa (2 selecciones) 12. Westin

4. Hamlin (2 selecciones) 13. Lue Gin Gon
5. Victoria (pulpa blanca, criolla) 14. Glen Summer
6. Rabinal (criolla, 2 selecclones) 15. Shamouti

7. Valencia-Cuyuta | 16. Pineapple

8. Coloteca {(criolla) 17. Carter Navel
9. Momosteca (criolla) .lB. Ruby Blood

De estas variedades, s6lo cinco se producen a nivel comercial:
a.l. Valencia (selecciones No. 4 y No. 5H)

Esta variedad es la mids cultivada en Guatemala, tanto por ser
més tardia como por su capacidad de adaptacidén a las diversas
condiciones del pais, que abarcan desde las zonas costeras hasta
lag regiones de clima subtropical. Su periodo de madurez va de

octubre al mes de abril, en algunas regiones la producciodn maxima
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va de noviembre a enero.

Este arbol de porte erecto es de gran talla y vigoroso. Sus
frutos son de forma esférica, de tamafio mediano, su cidscara es lisa
v bien coloreada, la pulpa es Jjugosa y acidulada, y practicamente
carece de semillas. Se consume principalmente como fruta fresca ¥y
procesado come Jugo.

a.2. Washington

Se diferencia de las demds por dos caracteristicas bien
definidas: 1) presencia en el seno del &pice de un fruto pequefio y
rudimentario llamado '“navel" (ombligo), ¥ 2) agpermia muy acusada
(no produce semillas), debido a la ausencia del polen funcional.

Estos &arboles son de talla y wvigor mediano vy sSe Vven
perjudicados por los climas calurosos y secos. Sus frutos son
grandes, de forma esférica mas o menos alargada terminando en
navel, la cdscara es medianamente gruesa punteada vy de buen color,
es moderadamente Jjugosa, crujiente y sin semillas. Se consume
principalmente para Jugo.

a.3. Jaffa

Esta variedad no tiene mucha demanda en Guatemala. El &rbol
es moderadameﬁte productivo. El fruto suele fer demasiado grande,
de céscara gruesa ¥ rugosa y de escasc Jugo. Se consume
principalmente como fruta fresca.

a.4. Hamlin

Esta variedad es Precoz, vigorosa, muy productiva y poco

sensible al frio. El fruto es de céAscara lisa, bien coloreada v

con pocas semillas.



a.5. Victeoria

Se cataloga como “criclla’ y se conoce comunmente come “de
azGcar". Es un tipo de naranja blanca que ha side reproducida por
semilla durante muche tiempe. El1 4&rbol es vigoroso, productivo y

espinose. Los frutos tienen semillas y son bastante carnosos.

b. Mandarinas (Citrus reticulata)

Bésicamente en Guatemala se cultivan seis variedades:
1. Dancy
2. Satsuma
3. King
4. Ponkan
5. Freemont
6. Mediterréaneca
b.1l. Daﬁcy

Es la variedad que tiene mayor demanda, principalmente por su
resistencia al transporte. Se cultiva en regiones célidas ¥y
himedas vy su maduracién va de noviembre a enero.

El é&rbol es vigoroso y de gran talla. El fruto es de forma
aplanada o pirirforme, de tamafic variable, la céscara puede llegar
a ser de color 'rojo intenso, adherida al endocarpio. Las semillas
son escasas y pequefias.

b.2. Satsuma

Se caracteriza. porque la céscara no colorea completamente al

madurar ¢l fruto. Es muy productiva y madura de octubre a febrero

de acuerde a la zona.
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los &rboles son de tamafio medlano, resistentes al frio vy
produce flores muy grandes. El fruto tiene céscara rugosa, la
pulpa es jugoSa, de color naranja ¥ no tiene_sémillas.
b.3. King

Esta vafiedad se édapta bien a 1los climas subtropicales y
tropicales debido a que sus frutos necesitan de mucho calor para
que sean de buena calidad, por esto mismo, su maduracidn es tardia.
Los frutos son relativamente grandes, con céAscara rugosa ¥

gruesa, con un numero variable de semillas.

c. Limas dcidas (Citrus aurantifolia)

En Guatemala se les conoce como limonéa y a nivel de comercio
siguen en importancia a las naranjas dulces, los més trabajados son
dos: |

c.l. Criollo

Se cultiva principalmente en las zonas més célidas con riego y
se usa en la produccidén de aceites esenciales, deshidratados y como
sustituto del 1limén en las comidas y bebidas. Los frutos son muy
pequefios, globosos o elipticos, de cédscara delgada, lisa y adherida
al endocarpio, de color verde amarillento; La pulpa es tierns,
jugosa, muy &dclda y con un aroma muy caracteristico.

c.2. Persa

Los frutos son pequefios, ovolides a elipticos, c¢on céscara
delgada, lisa y adherida al endocarplo, de color amarillo limén
palido vy casi siempre sin semillas. La pulpa es menos acida y

perfumada que el criollo.
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d. Limones (Citrus limon)
En Guatemala no se producen comercialmente, perc se tienen
producciones muy péqueﬁas de las variedades:
1. Eureka
2. Lisboa
e. Toronjas (Citrus paradisi)

La demanda de toronja es poca en (uatemala, nc obstante, se
guenta con jardines clonales con las variedades:
1. Shambar (pulpa roja)
Frost Marsh (pulpa hlanca)
Red Blush (pulpa roja)

. Reed (pulpa roja)

16 B ¢ N

. Thompson (pulpa roJja)
f. Pomelos (Citrua grandis)
En Guatemala no existen variedades, unicamente se tienen dos
tipos basadeos en la coloracldn de e=u pulpa: 1) rosados, y 2)

blancos.

g. Tangelos (hibrido C. reticulata x C. paradisi)

(Pomelo Duncan x Mandarina Dancy)

De las cinco variedades que se han trabajado en Guatemala,
sdlo la variedad Mineola logra reunir las condiciones de calidad
(dulzura) comércial, laz otras (Orlando, Nova. BSemi-Nova, Wekiva)
va no se trabeajan.

h. Ornamentales (hibridos)

Dentro de los hibridos gque se estdn utilizando con fines

ornamentales, sobresalen:

1. Calamondin (. reticulata var. austera x Fortunella sp.)
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2. Kunguat, que en otros paises tiene uso industrial para la
produccién de jaleas y mermeladas

3. Limequat (C. aurantifolia x Fortunella sp.)

3. PATRONES O PORTAINJERTOS DE CITRICOS

lLos citricos a nivel comercial se propagan principalmente en
forma asexual por medio de injerto. Al contrario, la obtencién de
patrones se realiza por semilla (Flores, 1983).

La aparicién de podredumbre del pie o gomosis, causada por
Phvtophthora sp., hizo que se suspendiera el cultivo de los
citricos a partir de semilla y ha obligado al injerto de las
variedades productoras sobre patrdnes tolerantes a la enfermedad
(Flores, 1993).

El naranjo agrio (Litrus nhnan&inm) fue el patrén favorito
durante decenios hasta que se determiné su susceptibilidad hecia la
Tristeza (Zaparolli, 1991). E1 VIC ha promovido la eliminacién del
naranjo agric como portainjerto, 1lo cual representa un pérdida
lamentable, va que se trata del mejor patrén para muchas variedades
de Citrus sp. que hoy deben conducirse en patrones - alternativos
(Marcé, 1991). Si bien estos patrones transfieren resistencia a la
enfermedad provocada por el VIC, no 1llegan a producir una calided
A= fruta comparable a la obtenida utilizando el naranjo agric como
patrén (Marcd, 1991).

a. Portainjertos de naranjas, mandarinas, toronjas, pomeloa
v tangelos

El naranjo agrio (C. aurantium), Citranges y C. taiwanica son

loes patrones que més se utilizan para estos citricos. Se han
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evaluado otros patrones como mandarina Cleopatre y lima Rangpur,
rero han presentedo une serie de limitantes que no han permitido su
adopcidén (Zeparolll, 1991).

Para plantéeciones de naranjas se esta reemplazando al naranjo
agrio como patrén por otros portainjertos como C. Yailwanica ¥
Citranges (troyer y car?izo) (Salguero, 1992).

a.1. Naranjo agrio, Citrus aurantium
} Presenta gran afinidad con casi todas las veriedades. Es muy
resistente a la gomosis (Phytophthora sp.) y armilaria, no presenta
problemas con exocortis y es muy susceptible a VIC y a la rofia
(Elsince fawcetti). Les variedades que se injertan sobre él rinden
frutos de buena calidad y buen tamafio.

a.2. Citranges (Poncirus trifeliata x Citrus sinensis)

Los Citranges (troyer y carrizo) se caracterizan por 8u elta
susceptibilidad & exocortis, al llegar a convivir con eata
enferme@ad causen una disminucién en el porte de las veriedades
injertadas sobre é€l. Su importancia es que son tolerantes & la
gomosis y al VIC. El1 carrizo es ademéds, tolerante a nem&todos del
género Radopholus.

a.3. Citrus taiwanica

Es resistente a gomosis, tolerante & VIC y armlilaria, ¥y muy
tolerante a exocortis. Las vaeriedades que se injertan sobre este
patrén producen frutos de buena calidad y de tamaﬁo aceptable
(Flores, 1993).

a.4. Mandarina Cleopatra, Citrus reshni Hort. ex tang.

Presentea problemas de gomosis en la herida donde se realiza el

injerto y por lo tanto su rendimiento es menor.
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a.5. Lima Rangpur, Citrus limonia Osbeck
Es muy susceptible a la rofia y exocortis. En el caso de lg
rofia, ésta se presenta en los frutos de las vafiedades injertadas.
fn el caso de exocortis, ésta se distribuye internamente, causando
quebraduras de ramas productivas en plantaciones de 10 a 12 afios de
edad.
b. Portainjertos de limas dcidas vy limones
) El portainjerto més usado actualmente es Citrus macrophylla,
dentro de sus principales caracteristicas:
_ es resistente a gomosis y exocortis
- presenta una tolerancia saceptable a la psorosis
- se adapta muy bien a suelos pessados ¥ soporta altas
concentraciones de sales solubles y boro
—~ las varledades gque se injertan sobre él, presentan muy buen
tamafio ¥y vigor,.con frutos de buena calidad y tamafio
- es susceptible a VTC, xiloporosis ¥y suelos con problemas de
nemdtodos

- poco tolerante a las sequias (Zaparolli, 1991)

La mayoria de plantaciones de limones persa y criollo y en
algunos casos naranja, estén injertudos sobre C. macrophvlla, ¥ las
"imas &cldas estdn establecidas sobre 1imon criollo. La mayoria de
sstas presentan problemas de gomosis. A pesar de ser susceptibles
al VIC, su uso se ha visto obligado, en 'parte, por las escasas
alternativas de patrones tolerantes y por el desconocimiento de sus
~saracteristicas proplas (Zaparolli, 1991; Flores, 1993: y Granados,

1983).
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Es interesante que en las plantaciones de mandarina no se
detecten problemas de gomosis en las variedades ni en los
portainjertos que, al combinarse con naranjas u otros citricos,

rresentan suesceptibilidad (Zaparolli, 1881).
4. VARIEDADES Y PATRONES DE MAYOR USO EN GUATEMALA

CUADRO 3. Variedades de citricos existentes en Guatemala (tomado
i de Salguero, 1982). : ‘

ESPECIES VARIEDADES
~Naranja dulce - predominantes: Valencia y Washington
Citrus sinensis - ptras: Jaffa, Hamlin y Victoria (o de
azucar)
Limas Acidas Criollo y Persa
Litxus aurantifolis
Limones BEureka vy Lisboa, de menor importancia
Citrus limon
Mandarina Dancy, Satsuma y King, en orden de
Citrus reticulata importancia y demanda
Otras especles - Toronja, C. paradisi

Citrus sp. - Pomelos, C. grandis
. - Hibridos (tangelos y ornamentales)

CUADRO 4. Patrén para limones y limas 4&cldas utilizado en
Guatemala (tomado de Flores, 1983, 3746}.

PATRON CARACTERISTICAS

- susceptible a VIC
~ resistente a gomosis y exocortis:
Citrus macrophvlla - tolerancia aceptable a psorosis
— se adapta bien a suelos pesadon
~ Arboles de buen vigor, con frutoe de
buena celidad
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CUADRO 5. Patrones para naranja dulce y mandarina utilizados en
Guatemala (tomado de Flores, 1993, p 45-46). :

PATRON CARACTERISTICAS

- resistente a VIC
- de crecimiento vigoroso, produce fruto

Citrange carrizo ligeramente &acido
' - adaptable a gran variedad de suelos
- frutos producidos de calidad aceptable,
no excelente

Citrange troyer - produce frutos de buena calidad
- tolerante a VTC
- : - altamente susceptible a VTC
Citrus aurantium - no presenta problemas de exocortis
(N. agrio) - altamente resistente a gomosis '

- frutos producidos de muy buena calidad

- produce frutos de regular calidad
' - baja resistencia a VTC
Citrus taiwanica - altamente resistente a gomosis
- muy tolerante a exocortis
- responde muy bien a los suelos de textura
fina ,

B. ORIGEN Y PROPAGACION DE LA TRISTEZA DE 1LOS CITRICOS

El Virus de la Tristeza de los Citricos (VIC) estéd distribuido
mundialmente. La‘Tristeza es considerada cqmo la enfermedad més
destructiva que ataca a los. citricos. El potencial de propagacidn
de las formas severas del virus y el movimiento de Ioxoptera
citricidus, su principal vector, hacia nuevas édreas, representan
una amenaza constante (Roistécher.y Moreno, 1991).

Hace poco mds de . .60 afios no se habian identificado
enfermedades causadas por virus. El1 conocimiento de enfermedades
viralesg en plantas gstaba en sus iniclos. Hace 45 afios, Fawcett y
Wallace mostraron gque la Tristeza era una infeccidén viral
tranemitida por brotes ¥y que era devastadora parsa algunas

combinaciones brote-portainjerto, pero benigna para otras.
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Demostraron también que el virus no sélo es transmitido a través de
material vegetativo, sino que también por varias especies de &afidos
(Reuther, 1991).

Se ha estimado que entre los afios 1930 y 19680 el Virus de la
Tristeza causé la muerte de més de 40 millones de &rboles
injertados sobre patrén de naranjo &sgrio en varias regiones de
Israel, Espafia, América del Sur (Brasil, Argentina), California y
glorida (Garnsey, 1991; Reuther, 1991; y Rocha-Pefia y Pefia, 1882).
S6lc en la década 1940 se cree gque en Argentina arrasé con 18
milliones de plantas y que en tota; provocté la muerte de més de 25
millones de citricos en lo que respecta a Sudamérica (Marcéd, 18991).
Esta destruccién fue el mayor incentivo para la formacién de 1la
Organizacién Internacional de Virélogos de Citricos (IOCV)
(Roistacher y Moreno, 1881). En la década de 1880 a 1990 causd la
muerte de cerca de 6 millones de &rboles en Venezuela y pérdidas de
consideraéién en Colombia y Peri (Rocha-Pefia y Pefia, 1992).

En América, Tristeza de los Citricos y su vector I. citricidus
han migrado de sur a norte en forma casi paralela.

En Panami se identificé a Toxoptera gcitricidus en 1986 en la
provincia de Chirigqui, para 1988 se encontré tembién en las
provincias de Panamé, Coclé y Los Santos. Para 19891 no se conocia
de la existencia del VIC en el pais (Fernandez y Bernal, 1991).

Entre 1988-1989 y 1990-1991 se realizaron estudios en Costa
Rica los cuales sefialaron.la presencia del virue a baja lncidencia.
En 1989 se determiné la presencia del &fido Toxoptera citricidus en
la provincia de Limén, en 18981 se constaté que las poblaciones eran

muy bajas ¥y se inicié un tratamiento quimico para el combate del



24

mismo (Fernédndez, 1991).

En Hondufaé, la mayoria de pétrones de citricos fueron
seleccionados en base a 1la resistencia a Phytophthora sp., 8lendo
el patrdn més usado el naranjo agrio (890%). En 1991 no se habia
reportado ningGn caso de Tristeza (Calderdn, 1891). |

Un estudio hecho en El Salvador en 1989 demostré la presencila
del virus de Tristeza. Ademés, se constatd la presencia de los

Héfidos vectores Aphiﬂ gossypil v Toxoptera aurantii (Claramqunt,
1991). |

México se'cbnsidera como una de las pocas 4&reas en el mundo
libre de Tristeza; 'sin embargo, todas las plantaciones son en
extremo vulnerables por” ei Mhecho que précticamente toda  su
citricultura se encuentrarindertada sobre patrén de naranjo agrio
(Rocha-Pefia, 1991; Rocha-Pefia y Pefia, 1992). |

Estados Unidos es ﬁné.de los paises més interesados en la
actualidad en conocer 'el'a§§nce. tanto_de_ la enfermedad como su
vector I. cltricidus. LQ industria citricola de 1940-60 de Florida
se realizé en naranjo agrio. En 1980, la Tristeza se convirtid en
pandemia en Florida, Aun_ouandd nd tiene al vector T. citricidua,
sino al vector Aphis ggaﬁxﬁii, no tan eficiente como el Pprimero.
Si el &fido I. citricidus _ilegara a entrar a Estados Unidos, su

citricultura podria quedar totalmente eliminada (Youtsey, 1992).

1. FORMAS DE PROPAGACION
Existen dos formas por las cuales el Virus de la Tristeza

puede propagarse:
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a. E1l VIC se transmite con relativa facilidad por injerto de yema
vy tejido infectado. Segiin Garnsey y colaboradores la
transﬁisién mecdnica se ha logrado | s6lo mediante la
inoculaciétn de muestras parcialmente purificadas en heridas
hechas en el tallé de hospederos susceptibles tales como
Citrus medica L. y 1limén Criollo o mexicano (Citrus
aurantifolia (Chrystm.) Swingle) (Rocha-Pefia y Pefia, 1892).

La transmisién per semilla no ha sido demostrada (Rocha—Peﬁa y

Pefia, 1992).

b. Los vectores naturales del VIC son los &fidos. De por si los
afidos soﬁ considerados plagas importantes de los citricos a
nivel mundial. Causan dafio directo al extraer la savia, lo

- cual .causa deformacién en las hojas y cogollos, caida de
flores y frutos tlernos, atraso en el crecimienﬁo de las
rlantas afectadas, disminucién de ld calidad de los frutos
debido a la presencia 'de fumagina gque interfiere en las

- funciones fotosintéticas y de intercambio gaseoso, pero el
mayor dafio es que transmiten enfermedades virales (Monteverde
et al., 1877; y Cermeli, 1984). |
Entre 1los 4fides vectores de 1la Tristeza caben citarse los
dfidos negros de les citricos, Toxoptera citricidus (Kirkaldl)
v Toxoptera awpantil (Boyer); el afido amarillo del algodonero
Aphis gossypil Glever; el afido verde de los citricos, Aphis
aninﬂgcnln"Pateh; el &afido negro del matarratédn, Aphis
craccivora Kech; el &fido del ajonjoli, Myvzus ﬁﬁnﬂinnn
(Sulzer) v Dackimetusz Jjaceae (Linneaus) (Monteverde et al.,
1977).
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El principal vector es el &fido Toxoptera citiricidus, pero a
pesar que es el més eficiente, sus niveles de poblacién suelen
ser muy bajos. Sin embargo, en las zonas del mundo donde I.
Qihnicidﬁa esté presente, como en Brasil y Argentina, la
Tristeza se ha diseminado con mayor rapidez ¥y ha causado
mayores estragos que en aquellas donde s6lo existen las otras
especies (Monteverde e&: al., 18977). Los otros dfidos son
menos efiéientea, tales como Toxoptera surantii, Aphis
gomaypii v A. spirsecols, pero las poblaciones son elevadas
por lo aue en algunos paises han sido 1la principal forma de
propagacién de la enfermedad. Tal es el caso de Espafia, donde
los principales vectores son A. citricola, A. gosaveii vy I.
aurantii, segin el orden de importancia; -en Florida, el vector
es A. gopsypii; en ambos casos, estos vectores fueron los
causantes de la diseminacién del VIC, causando grandes dafios

en sus campos citricolas.

Para controlar al vector por métodosg bioldgicos se pueden
utilizar a sus enemigos naturales, los més comunes son los
hymendpteros parésitos,' coledpteros, dipteros y neurdpteros

depredadores (Monteverde et al., 1877).



27
2. PATRONES SUSCEPTiBLES Y TOLERANTES A VIC

CUADRO 6. Susceptibilidad de los patrones de citricos a la
enfermedad de la Tristeza de 1los Citricos (tomada de
Reyes y Ruiz, 1984; Rocha-Pefia y Padréon-Chavez, 1992, p
9-22; y Flores, 1993, p 45-46).

CARACTERISTICA ' PATRON

SUSCEPTIBLES A TRISTEZA Naranjo agrio, Citrus aurantium
' Citrug macrophylla

Citrus taiwanica
- Citrus wolkameriana Pascuale
Citrange morton
Lima Rangpur, Citrus limonis Osbeck
Limén Rugoso, Citrus Jjambhiri Lush.
M. cleopatra, Citrus reshni Hort. ex
TOLERANTES A TRISTEZA tang.
M. Sunki, Citrus sunki Hort. ex tang.
" Poneirus trifoliata (L.) Raf.
Tangelo Orlando
Citrange carrizo (P. Ltrifoliata x C.
ainensis) . :
Citrange troyer (E. irifoliata x C..

ginensis)
RESISTENTES A TRISTEZA Citrumelo swingle CPB 4475 (E.
- trifoliata x C. grandis)

3. ESTUDIOS ANTERIORES REALIZADOS EN GUATEMALA

Guatemala se integré a la Red Internacional del VIC desde el I
Taller en CATIE, Turrialba, Costa Rica, en mayo de 1991 (Salguero,
1993).

En septiembre de 1991 se hizo un monitoreo coordinado por
CATIE, coh la colaboracién del ICTA, PROFRUTA vy la Universidad de
“lorida. En éste se colectaron 170 miestras de la regién
suroriente del pais (Zadapa, Chiquimula, Santa Rosa ¥y Jutiapa).

Los resultados de ELISA detallaron que de estas 170 muestras
2l 2% fue positivo para VIC raza no severa, no encontrdndose ni VIC
raza severa ni presencia del vector T. citricidus (Lastra et al.,

1992). Otros Afidos que si se hallaron fueron A. spiraecola (55%),
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T. aurantii (36%) y Aphis sp. (9%) (Salguero, 1992). Estos
resultados fueron presentados por el Dr; Salguero en 1992, en el II
Taller del VIC en Maracay, Venezuela. 7

Sin embaréo, dentro de los incovenientes gue presentd este
monitoreo podemos citar: 1) el muestreoc fﬁe sesgado, los drboles no
se seleccionarcn en forma sistemdtica, ademds, tampoco se cubrio
toda la regién, sino 4rboles situado2 en Areas aledafias & los
zyaminos de la regién; 2) la cantidad real de muestras tomadas fue
incierta y muy baja para la poblaclén citriccla de esa regidén, por
lo que el muestrec es no significativo; 3) no se tomaron datos
referentes a localizaciones exactas de los 4rboles seleccionados; ¥
4) tampoco me realizé registro de los datoe propios de los Arboles
en cuestién (especie de citrico, patrén de injerto, edad vy
condicién del mismo) lo que llevé a que para aquellos Arboles cuyas
muestras-resultaron poaitivas a VIC no pudieron ser identificados
ni reubicados para posteriores andlieis o para su controi.

Las expectativas de diseminacién del VIC en Guatemala podria
estar limitada por dos factores:

a. Ausencia del vector I. citricidus: el muestreo realizado en
1991 no detectd la presencia de este vector. Sin embargo, en
mayo de 1993 el Dr. Richard Lee, fitopatélogo de la
Universidad de Florida, informdé que en una gira de recoleccién
de &fidos en Belice encontrd especimenes perteﬁecientes a T,
citricidus, aunque su presencia no ha sido confirmada
(Granados, 1993). En Honduras y El Salvador si hay reportes

oficiales de la presencia de este vector.
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b. Principales patrones de citricos utilizados en el pais: en
.1993 el Dr. Heinz Wutscher, eépecialista en ©patrones de
.citricos de la Universidad de Florida hizo un reconocimiento
‘de las principales &reas rroductoras de citricos en Guatemala

y constatdé que los patrones usados en plantaciones adultas no
corresponden Gnicamente a naranjo agrio sino que también hay
hibridos de Poncirus itrifoliats, resistentes a Tristeza

(Granados, 1993).

C. VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS (VTC)

1. CARACTERISTICAS

El VIC es un virus no sélo importante sino que también muy
interesante, pertenece ai grupo de los Closterovirus, posee un
viridén filamentoso y muy flexible, midiendo aproximadaménte 11x2000
nm (Niblett, 1991). El estudio de los Closterovirus ha sido
dificil. v lento porque estéd restringido al floema, se presenta en
bajas concentraciones dentro del huésped, puede tener largos
periodos de incubacién y es muy dificil de.transmitir por métodos
mecénicos (Mata, 1993; y Rocha-Pefia y Pefia, 1992). Este virus se
logra tranémitir de forma semipersistente por sus vectores, los
afidos, o0 a través del uso de material vegetativo infectado (Rocha~
Pefia v Pefia, 1992).

El genoma del VIC consiste de una molécula de ARN de hebra
simple de cerca de 20 kilobases (Kb), 13.3 x 108 daltons, lo que lo
convierte en el genoﬁa viral mds grande conocldo en plantas
(Niblett, 1991). Diferentes locus del genoma viral estén envueltos

en los sindromes de declinamiento y acanalamiento del tallo
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(Garnsey et ai;, 1881).

Durante la replicacién, el VIC produce una forma tipica de
dcido ribonucleico de doble hebra (dsARN) que se denominan
“subgenémicos"_'(dsARNs) por ser de tamafio menor a 20Kb. Eestos
dsARNs varian en nimero y tamafic dependiendc de ia raza del virus y
del hospedero en que se encuentre (Niblett, 19891).

Los dsARNs sﬁn lo suficientemente especificos para una cepa de
VIC y un hospedero determinadeos como para lograr consegulr un
patrén de diagnéstico especifico vy poder identificar cepas
especificas de VIC (Niblett, 1891).

2. FORMAS DE LA ENFERMEDAD

Son dos las formes por las cuales el VIC puede ser dafiino a
plantas de citricos: _

a. Necrosis del .floema en el sitio del injertoc en vafiedades de

narenja (Citrus sinensis (L.) Osb.), toronja (C. paradisi L.)

y mendarina (C. reticulata Blanco) injertadas en patron de

naranjo agrio (Citrus annﬁnhium. L.). El efecto final es un

declinamiento gradual o repentino (“quick decline”) que
ocasiona la muerte del &rbol (Garnsey et al., 1991; y Rocha-

Pefia y Pefia, 1982).

Cuando &rboles maduros muy susceptiblés sgon infectados por

esta forma de VTC, generalmente se marchitan y mueren a las

pocas semanas de haber aparecido los primeroé sintomas.
' Cuando son brotes los que estén infectados y se propagan sobre
el portainjerto naranjo agrio, el &rbol resultante no logra
desarrollarse plenamente y nunca llega a producir (Garnsey,

1881).
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Los sintomas de amarillamiento y paro del desarrollo del Arbol

se consideran frecuentemente indicadores de la raza severa

(Garnsey et al., 1881).
b. Induccién de acanaladuras o picado del tallo ( stem pitting”)
provocado por algunas razas del VIC en la copa O en el
portainjerto. En casos extremos se presenta un debilitamiento
general del drbol con una subsecuente reduccién en el
rendimiento v en el temafic del fruto (Garnsey et al., 1881; y
Rocha-Pefia y Pefia, 1982).
Los sintomas de clareamiento de vena, defoliaciébn,
acanaladuras en el tallo ¥y paro del desarrcllo del drbol son
sintomas diagnésticos de infecéién por VTC en limén criocllo o
mexicano (L. aurantifolia (Chrystm{) Swingle). Sin embargo, la
severidad de sintomas en limdén mexicano como hospedero‘ indicador
del VTC-no ee predictible de severidad en otros hospederos (Garnsey
et al., 1991; y Monteverde et al., 1984). |

Otros sintomas generales como  amarillamiento de hojas,
reduccién del crecimiento, epinastia (doblez de la lémina de la
hoja hacia el.envés) pueden ser diagnésticos de VIC (Monteverde et
al., 1984).

La, severidad de la enfermedad depende de factores tales como:
1a raza del virus: la variedad del hospederc y su susceptibilidad a
ser infectada; temperatura, la severidad de sintomas se reducen &
mayores temperaturas y esto es influenciado por el clima del Area
{Garnsey et al., 1981).

El potencial destructivo de las razas del VTC que causan el

picado del +tallo se consideran de importancia econémica mayor,
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debido a que afecta &a los citricos indépendientemente del
portainjerto utilizado (Rocha-Pefia y Pefia, 1992).

3. METODOS DE DETECCICON |

Existen varios métodos a través de los cuales puede detectarse
21 VIC en tejido_infectado. Dentro de estos métodos tenemos: uso
de plantas indicadoras, inmunodifusién con dodecil sulfato de
sodio, inmunoflucrescencia, microscopia de luz, microscopia
electrdnica, el método de ELISA (“Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay’), e inmunocadherencia a membranas de nitrocelulosa (Rocha-
Peria y Pefia, 18982).

Cada método presenta ventajas, desventajas y distintos niveles
de‘sensibilidad en la deteccidn, por lo que se les dan diferentes
usos y aplicaciones. Sin embargo, el método de ELISA se ha
convertido de uso necesario para cualquier anédlisis de VITC por su
versatilidad, alta sensibilidad, relativa facilidad y bajo costo
(Rocha—-Pefia y Pefia, 1992), por esto mismo, éste e2 el método que se

usé para la'el&boracién de este trabajo.

D. METODO SEROLOGICO DE DETECCION ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) '

El método serclégico de ELISA se ha convertido en el método
estédndard para la deteccibdn de distintos patdgenos de citricos y se
ha usado para detectar al VIC desde 1984 (Garnsey y Cambra, 1981; y
Powell, 1982).

Hay distintas variaciones del método de ELISA (ver Figura 1),
dentro de las cuales figura el ELISA de doble sandwich, que puede

categorizarse c¢omo directo (DAS) o indirecto (DAS-I) (Powell,
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1982).

En el ELISA directo (DAS ELISA) el anticuerpc de cubierta
(AcP, Anticuerpo Policlonal de cubierta) sé inmoviliza en un
soporte s86lido (la microplaca de ELISA), luego se agrega el
anﬁigeno (V, virus), ¥y luego se agrega anticuerpc conjugado (AcC)
especifico al virus para completar el sandwich. El anticuerpo
conjugadec con una enzima (E) (fosfatésa alcalina), cataliza una
,feaccién colorimétrica cuando se agrega el sustrato apropiado
(Garnsey y Cambra, 1991; y Powell, 1992).

En el ELISA indirectc (DAS-I ELISA) el virus se detecta usando
un anticuerpc conjugado (AcC) gque reascciona con un anticuerpo
mbnoclonal nc marcado (AcM) gue reconocié al virus (Garnsey V¥
Cambra, 1991; v Powell, 1992).

Se han desarrollado diversos tipos de anticuerpos péra el VIC,
éstos sincluyen tanto anticuerpecs monoclonales {MAb"s) como
policlonales. Cada MAb reconcce un unico epitopo de la cépside del
VTC, asi este epitopo debiera estar presente en todas las razas del
virus y asi poder detectarlo usando un Gnico MAb (Garnsey y Cambra,
1992; y Powell, 1992).  Algunos monoclonales reaccionan a una
amplia variedad de razas del VIC, pero ninguna de las hasta ahora
conocidas reacciona con todas las rszas {(Garnsey y Cambra, 1992).

Los anticuerpos monoclonales de mayor especificidad gque se han
desarrcllado son elr MCA13, producido en el laboratorio del Dr.
Garnsey (Floridsa), el cual reacciona selectivamente con la mayoria
de razas severas del VTC; y el 3DF1, producide en el laboratorio
del Dr. Cambra (Valencia), que reacciona con la mayoria de razas no

geveras del virus (Garnsey y Cambra, 1991; Powell, 1992; ¥ Rocha-
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Pefia y Pefla, 1992).

Dentro de los anticuerpos policionales tenemos una amplia
variedad, siendo gqulzd los mas importantes TSO y T368, aisladas e
identificadas en Florida. La cepa T36 es una raza severa que
induce declinamiento rédpido vy brotes amarillentos, reacclona con
anticuerpos policlonales y con MCA13. La cepa T30 es una raza no
severa eficaz para proteccidén cruzada contra T36 'y reacciona
Eambién con anticuerpos policlonales, perd no con MCA13 {Niblett,
1991).

Si bien, lo2 anticuerpos policlonales no pueden distinguir
entre razas séveras ¥ no severas del  VI'C, son altamente eficaces
pﬁra detectar al VTC en general. Lo anterior sumado a la técnica
de. DAS ELISA da como resultado la oportunidad de usar un s86lo
método para detectar al.VTC,:ahorrando tiempo, materialés y dinero
al interesado. Y tnicamente para aguellds muestras que Salgan
positivas al VIC se les baré la determinacién de raza con el método
de DAS-I ELISA usaﬁdorel.anticuerpo monoclonél MCA13.

Se usaron las cepag T30 y T36 como controles positivos vy
tejido s=sano coﬁo control negativo, anticuerpo policlonal de conejo
- ze usd como cubierta. En el DAS ELISA =e uséd anticﬁerpo policlonal
.de conejo como condﬁgédo; y en el DAS-I se usé anticuerpo
‘monoclonal de ratén especifico a razas severas y anticuerpo

monoclonal de cabr& especifico a ratén como conjugado.
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FIGURA 1. Representacién de ELISA s de doble sandwich.
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V. METODOLOGIA

Las &reas de cultivos tomadas dentro del marco de estudio
incluyen los departamentos: Izabal, Zacapa, Chiguimula, Jutiapa,
Alta Verapaz, Baja Verapaz, Guatemala, El Progreso, Santa Rosa,
Escuintla, Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango y San Marcos,
tal y como se observa en la siguiente figura. En estos
departamentos se incluyen agquellos de mayor importancia econdmica
(ver Cuadro 1).

FIGURA 2. Localizacioén geografica de los departamentos
del muestreo en Guatemala. 1993-1994.

S

} DEPARTAMENTOS

’/ DEL MUESTREO

De estos 14 departamentos se colectaron 2388 arboles de 111

fincas, segin se detalla a continuacidn:
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CUADRO 7. Distribucién de poblaciones de muesgtreo.

~ DEPARTAMENTO No. DE No. DE
FINCAS ARBOLES
Jutiapa 7 229
Zacapa 5 197
Izabal is 391
Chigquimula 7 135
Santa Rosa 17 370
Escuintla 11 298
Guatemala 4 36
Suchitepéquez 4 56
Retalhuleu 9 | 68
Quetzaltenango 15 140
San Marcos 2 24
Alta Verapaz 7 220
Baja Verapaz 5 128
El Progreso 1 g6

En el campo se recolectaron las muestras de citricos para ser
llevadas al laboratorio donde se les practicé el andlisis

respectivo de ELISA.

La colecta se realizé por fihcas dentro de cada departamento vy
el numero de fincas del muestreo dependié de la productividad del
departamento. Dentro de una misma finca se colectaron muestras de
arboles de diferentes edades, condiciones vegetativas aparentes,
patrones o portalnjertos, variedades v especiés de c¢itricos

injertados.
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A. FASE DE CAMPO

Los criterios a contihuacién se basan en trabajos de muestreos
para deteccién del VIC en otros paises (Borbﬁn et al., 1992; vy
Gottwald, 1992).

El estudio puede hacerse en base a algin criterio de
zonificacién de las 4&reas de produccién, por ejemplo, por fincas
dentro de cada deparﬁamento a colectar muestras, ya que dentro de
cada plantaciéﬁ o finca, las condiciones.climéticas generales no
varian ampliamente (Borbénlet al., 1992).

Dentro de una misma plantacién se toman muestras de plantas de
diferentes edades, condicicones vegetativas aparentes, patrones o

rortainjertos, variedades y especies de citricos injertados.

‘Metodologia
1. La estrategla de muestreo es en forma de diamante, por ser la
que presenta la ventaja de regresar al punto de partida dentro
de la plantacién (Gottwald, 1992).

Las muestras a tomar deben ser de variedades y/0 patrones

A}

susceptibles a VTC, principalmente narandd dulce (valencia u
otras vériedédes) Yy de plantas injertadas en patrén
susceptible, como la naranja agria (C. aurantifolia).

3. De los arboles a tomar muestras, debe darseles preferencia a

aquellos gque presenten la siguiente sintomatologla:

a. decaimiento lento e. hendiduras en la corteza
b. colapso rapido : f. clareamientc de venas
c. defoliacidén g. enanismo

d. hinchazén de tronco h. frutos pequefios
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Las muestras serdn compuestas, cada muestra consistirid en
submuestras de 4 &rboles, toméndoles 2 brotes jévenez a cada
érbol (Borbén et al., 1992). Ademis, las muestras deben
constituirse por  &rboles de condiciones similares vy
preferentemente de la misma variedad y patrén de injerto.

Los brotes jévenes deben ser de 5 & 10 cm de lohgitud (Borbén
et al., 1982), se envuelven en servilleté, se aseguran con
cinta adhesiva y se identifican con el mismo cédigo que el
&rbol; todos los brotes gue representen una muestra se guardan
en una bolsa pldstica (Borbén et al., 1992) a fin de tener una
bolse por muestra.

En caso que s8lo se colecten hojas Jévenes, culdar gque todas
ihclufan los pecioclos.

Todas las muestras se conservan a 4°C todo el tieﬁpo (Borhbén
et- al., 1992) evitando que les penetre humedad, hasta que
lleguen al laboratorio. En el campo se utiliza una hielera
pera tal fin y durante las noches deben conservarse en
refrigeracién. El acarreo de muestras del campo a laboratorio
debe ser lo més rapido posible.

51 alguna muestra resulta positivg a la serologia, se reco-

lecta nueva muestra y se repite la serologia por separado.

Laes muestras se constituyeron por arboles de condiciones

similares y preferentemente de la misma variedad y patrén de

injerto.
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.Al recolectar las muegtras en el campo &e les tomaron datos
de: fecha, localizacién (finca, depaftamento), ngmero de muestra
(segan cédigo), cantidad de arboles por muestfa, clape de citrico,
variedad de citrico, portainjerto o patrén de cultivo y edad del
arbol; asimismo, en forma descriptiva, se indicé s8i los é&rboles
tenian presencia de dfidos (°1°) o ausencia de los mismos (°07), ¥
si los A&rboles presentaban sintomas visuales externos de 1a
_enfermedad (“1°) o s8i tenian aspecto de sanos (°07).
El registro de datos de los &arboles V¥ localizacidén de cada
drbol en una finca se realiza en una papeleta para tal efecto (ver

Apéndice A).

B. FASE DE LABORATORIO
1. PREPARACION DE LA MUESTRA
-~ Metodologia

1. Tomar las hojas jévenes de los brotqs y cortarlas dejando
libres y enteros al peciolo y la nervadura central.

2.  El peciolo y 1la nervadura se pican fino, para dejar piezas de
1 6 2 mm de grueso. |

3. El material picado se guardé en viales con desecante y papel
filtro. El usoc de silica gel acelera el proceso de
deshidratacién de las muestras y evita también que les penetre
humedad.

4. Se identifica el vial con el cédigo de 1la muestra y 8e

almacena a 4°C hasta su posterior andlisis por ELISA.
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2. METODOS DE ELISA
Basada en iqs procedimientos de Gérnsey'y Cambra (1981).
Metodologia para DAS ELISA
Preparacién de la muestra
Reconstituir la muestra dejéandola en buffer de extracecidén a
una dilucién 1:20 (peso muestra:volumen) durante una hora
cuando menos.
Homogeneizarla y colocar inmediatamente en la pldca de ELISA.
Una vez homogeneizada, la muestra tiene una vida méxima de 24
horas.
Preparacién de los controles
Los controles liofilizados T30 y T38 (controles de razas
moderada y severa.respectivamente) se reconstituyen diluyendo
con 1 mL de agua ¥y 4 mL de buffer de extraccidén parﬁ tener una
concentraciéh 1:20.
El control liofilizado sano ('Healthy' Control”) se
recoﬁstituyg diluyendo con 4 mL de agua y 16 mL de buffer de
extraccién para tener una concentracién 1:20.
Cubierta de la placa (Immulon II)
Colocar 200 ulL de buffer de cublerta que contengan el
anticuerpo de cubierta a concentracion 0.25 pul/mL. Sellar la
placa.
Incubar por 4 horas a 30°C.
Adicidén de la muestra
Lavar la placa 3 veces con buffer de lavado PBST (buffer

salino de fosfatos con Tween 20) durante 3 minutos cada vez.
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Inmediato adicionar la muestra, 200 uLL de homogeneizado por
pocillo en la placa de ELISA. | Correr cada muestra por
duplicado. |
Dentro de las muestras agregar los controies T30, T36 y sano.
Sellar e incubar la placa con muestras durante 1 noche a 4°C.
Adicién del conjugado
Lavar la placa 3 veces con buffer PBST durante 3 minutos cada
vez.
Agregar a cada pocillo 200 uL de conjugado a concentracion
1:2000 con buffer de conjugado.
Sellar e incubar la placa durante 4 horas a 30°C.
Adicién del sustrato
Lavar la placa 3 veces con buffer PBST durante 3 minutos cada
vez.
Agregar a cada pocillo 200 uL del sustrato a concentracidn 0.6
mg/mL buffer de conjugado.
Lectura de la placa

Leer la placa en el lector de ELISA a 405 nm a loa 30, 680 ¥

- 180 minutos.

Imprimir los resultados obtenidos.
Metodologia para I-DAS ELISA

Preparacién de la muestra

. Reconstituir la muestra dejdndola en buffer de extraccién a

una diluecidén 1:20 (peso muestra:volumen) durante una hora
cuando menos.
Homogeneizarla y colocar inmediatamente en la placa de ELISA.

Una vez homogeneizada, la muestra tiene una vida méxima de 24



44

16.

11.

12.

horas.

Preparacién de los controles

Los controles liofilizados T30 y T36 .(moderado y severo
respectivamente) se reconstituyen diluyendo con i mL de agua ¥
4 mL de buffer de extraccién para tener una concentracién
1:20.

El control liofilizado sano se reconstituye diluyéndo con 4 mL
de agua y 16 mi, de buffer de extraccidén para tener una
concentracién 1:20.

Cubierta de la placa (primer anticuerpo)

Colocar 200 pl, de buffer de cubierta gque contengan el
anticuerpo de cubierta a concentracién 0.2 ulb/mbL (1:5000).
Sellar la placa.

Incubar por 4 horas a 30°C,.

Adicidén de la muestra

Lavar la placa 3 veces con buffer PBST durante 3 minutos cada
vez.

Inmediato Adicionar la muestra, 200 ul, de homogeneizado por
pocillo en la placa de ELISA. Correr cada muestra por
duplicado.

Dentro de las muestras agregar los controles T30, T36 y sano.
Sellar e incubar la placa con muestras durante 1 noche a 4°C.
Adicion del segundo anticuerpo

Colocar 200 ulL de buffer de cubierta que contengan el
anticuerpo de cubierta a concentracién 0.2 uL/mL (1:5000).
Sellar la placa.

Incubar por 4 horas a 30°C.
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Adicién del conjugado
13. Lavar la blaea 3 veces con buffef PBST durante 3 minutos cada

vez.

14. Agregar s cade pocillo 200 upuL de conjugado a concentraciodn

1:5000 con buffer de conjugado.

15. Sellar e incubar la placa durante 4 horas a 30°C.

Adicién del sustrato
7‘16. Lavar la placa 3 veces con buffer PBST durante 3 minutos cada

vez.

17. Agregar a cadas pocillo 200 uL del sustrato a concentracién 0.6
mg/mL buffer de conjugado.

_Lectura de la placa
18.._Leer la placa en el lector de ELISA a 405 nm a los 30, 60 v

- 180 minutos. |
19. Imprimir los resultados obtenidos.

Paré la identificacidn de las muestras por placa se realiza un
mapa en el que ~se registra el tipo de ELISA (DAS o 1I-DAS), los
anticuerpos utilizados, la concentracidn de los mishos, los
periodos de incubacién y se identifica cada celda con una muestra
segin el cbédigo wutilizado. Posteriormente, las lecturas de
absorbancias a 405 nm de ELISA se registran en un mapa similar,
donde se anota el tiempo de lectura y la posicién de las celdas se

corresponde con las del mapa de identificacidn.

Para el andlisis de datos se calcularon los puntos de corte de

placas de ELISA en forma individual, utilizando el criterio de: A

+ to, donde A representa el valor promedio de Absorbancia a 405 nm
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de controles negativos & VIC, o es el valor de la desviacidn
estdndard de los controles negativos (h) & VIC, vy ¢ es el valor
estadistico de Student, obtenide con un 99.5% de confiabilidad ¥
(n~1) grados de libertad, donde n es el numero de controles
negativos al VIC. Como criterio propic se utilizé n infinito, por
lo tanto, el criteric de punto de corte utilizado fue el de:
A + 2.5758 o, donde ya se ha reemplazado el valor de Student (Owen,
1962). |

Como control de calidad, s=se envié mds del 10% de las muestras
al laboratoric del Dr. Stephen M. Garnsey y de la Dra. Carmen
Henderson del Departameﬁto de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA) de la Universidad de Florida, quienes certificaron las
muestras positivas y corroboraron las negativas s través de las
mismas técnicaes de ELISA utilizadas para este estudio. |

Las-variables que se analizaron estadisticamente fueron:
1. INDEPENDIENTES

a. Especie de citrico

b. Variedad de patrén o portainjerto

2. DEPENDIENTES
&. Condicién visual del arbol
b. Presencia de.éfidos

c. Serologia de ELISA a VTC

Se estudiarcon las interacciones entre incidencia del
VIC/especie/portainjerto. Las interacciones entre los factores

regtantes se consideraron secundarias.



VI. RESULTADOS

De loe departamentos estudiados se encontraron algunas &areas
restringidas en las que hay arboles afectados por la presencia
del VTC. La prueba de correlacién (G = 250.25, 2. = 29.819,
calculadas con 99.5% de confiasbilidad y 13 g.l.) sefiala que si
existe dependencis entre la presencia del VIC vy las regiones
afectadas. Estas se observan en la siguilente figura.

FIGURA 3. Localizacioén de focos de VIC en plantaciones de
citricos en Guatemala. 18994. '
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Los resultados de las serclogias se encuentran en 108
Apéndices D y E. Log resultados resumidos de los &drboles
positivos serolégicamente al VIC ee muestran en el sigulente

cuadro.
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CUADRO 8. Datos generales de los arboles serolégicamente
poeitivos al VIC en las regiones del muestireo en
Guatemala.

DEPARTAMENTO FINCA No. DE CITRICO PATRON CEPA
ARBOLES VTC
Chiquimula Las Deliclas 3 mandayr. agrio moderada
Escuintla La Democracia 17 calam. calam. severa
Alta Verapaz Vivero DIGESA 8 mandar. agrio moderada
Alta Verapaz Vivero DIGESA 2 tangelo agrio moderada
Baja Verapaz V.Sn.JERONIMO 4 naranja carrizo moderada
Baja Verapaz V.Sn.JERONIMO 4 naranja carrizo severa
Baja Verapaz V.Sn.JERONIMO 4 naranja rangpur moderada
Baja Verapaz V.Sn.JERONIMO 4 mandar. carrizo moderada
Baja Verapaz Chicajén 4 naranja carrizo moderada
Baja Verapaz Guachipilin 12 naranja agrio moderada
Baja Verapaz Guachipilin naranja agrio severa
Baja Verapaz La Aurora naranja carrizo severa
Baja Verapaz El1 Aguacate toronja agrio moderada
El Progreso Sanarate 16 calam. calam. severa

En el muestreo se dio preferencia a los arboles de naranja y

aquellos plantados sobre naranjo agrio. Ver las figuras 4 y 5.

LLas especies del muestreo de citricos reflejan en gran medida

las proporciones de cultivos en Guatemala. La mayor parte de

especies colectadas fueron naranjas, seguidas de lima acida
(limones, en Guatemala) y wwanderina; el cultivo de toronjas,
tangelos, limas dulces y limones (de los llamados “limones
verdaderos”) es minimo. Por ser el calamondin un cultivo

relativamente nuevo de exportaclén para Guatemala y por carecer

de informacién de su susceptibilidad a Tristeza, se le ha dado

cierta selectividad dentro del estudio, por lo gue su porcentaje

representa cerca del 10% de la poblacidn citrica del muestreo.
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Por ser tan poco el cultivo de toronjas, tangelos y limas dulces

se unieron y catalogaron como “otros”.

FIGURA 4. Especies de citricos colectados.
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Desde el ingreso del VIC a América, s8e ha notado que los
cultivos afectgdos s lo largo del continente (Sur y
Centroamérica) fueron. atacados ‘violentamente” porgque los
cultivos eran basados en patrén de naranjo agrio exclusivamente.
Asimismd, en Guatemals se creia que el patrén de uso exclualvo
pars. citricos' era también el naranjo agrio; sin embargo en 1a
figura 5 se observa que el uso de patrones alternativos es mayor
del 50%.

Si se eliminara de esta figura al calamondin (puesto que
éste se cultiva en “pie franco , a partir de acodos), los valores

de porcentajes se sumentarian.
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VARIEDADES DE PATRONES

MACRO  TAWAN  CALAM  OTROS
AGRIO TRFOL LIMONES DESC
Yorledodes de Patrones

FIGURA 5. Variedades de patrones. o

En 1292, Salguero reportd que los patrones C, taiwanica, y
Citranges troyer vy carrizo yva se habian comenzado & implementar
en Guatemala, sin embargo. en ¢l presente estudio no se reporta
ia variedad troyer, posiblemente, debido a que siendo troyer y
carrizo hibridos de la misma clase (P. trifoliata x C. sinensig),
las formas fisicas de los injertos sean muy similares. Aun asi,
el uso de los Citranges y del Citrumelo swingle (tolerantes)
deben aumentarse, asi éomo el uso de Poncirus trifoliata v Citrus
Laiwanica (tolerantes).

De la figura © se observa que existe interaccidn entre 'la .
incidencia del VTC y la especie del citrico. Las especies de
citricos més afectados que se encontraron fueron un 13.8¥ en

calamondines, 6.9% en mandarinas y 13.6% de los “otros” citricoes
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INCIDENCIA DE VTC POR CITRICO
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FIGURA 6. Incidencia de VTC por especie de citrico.

(siendo toronjas y tangelos los afectados). Log casos de
naranjas _(2.8%) ' se encuentran todavia en Uun proceso de
confirmacion. En este estudio no se hallaron arboles de limas

dcidas infectadas por el VIC.

"En 1la figura 7 se observa gue existe interacciodn entre la
incidencia del VTC y-'la variedad del patrén de injerto. Los
patrones de loz Arboles que se encontraron mas afectados por el
VIC (éin contar calamondin, por ser pie franco), son los de
naranjo agrio {con 3.7%). Se encontraron pocos casos de limones
y carrizo. No se - encontraron Arboles injertados sobre

macrophyvlla que estuvieran infectados por el VIC.
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INCIDENCIA DE VTC POR PATRON
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FIGURA 7. Incidencia de VTC por variedad de patrén.
Dentro del estudio se tomaron en cuenta también =i habia
presencia de 4&fidos y si los arboles presentaban sintomatologias

visuales propias de la enfermedad de la Tristeza.

FIGURA 8. Presencia de a4fidos por especie de citrico.
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De la figura 8 se aprecia gue los arboles de calamondin, de
tbronjas v tangelos no poseian poblaciones registrables de
afidog, mientras que en limas acidas la presencia de afidos es
minima (3.1%); para naranjas y mandarinas la presencia de afidos

se registra en mds del 12% de casos, para cada cultivo.

De la figura 9 se observa gque sblo en calamondin no se
observaron sintomas visuales de Tristeza, mientras gque para el
resto de citricos hay un ponderado de 1:3 - 1:2 de A4rboles
présentando sintomatologias.

FIGURA 9. Condiciones visuales de arboles por especie de citrico
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Representando a los patrones de citricos (figura 10}, les

que mayor presencia de &fidos reportan son los de carrizo (22.89%)
v agrio (9.2%)., los otros porcentajes son menores y en €l caso de

calamondin v trifoliata, la presencia de afidos es nula.
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FIGURA 10. Presencia de afidos por variedad de patrén.

De la figura 11, excluyendo a calamondin, todos los patronés
presentan algin porcentaje de sintomatologia descriptiva =a
Tristeza. De estos patrones, sbélo se dié el caso para el patrdn

FIGURA 11. Condiciones visuales de drboles por variedad patrén.
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carrizo observar una mayoria tolerante de condicién sana, lo cual

e3 acorde al patrdn de tolerancia a VTC que se conoce.

Otras de las felaciones que resultah de interés son aguellas

donde se comparan las incidencias de VTC contra presencia de
. afidos y la sintomatologia visual de los &rboles.
La siguiente figura intenta ejemplificar las densidades de
- las subpoblaciones gque conforman esta relacidn. La prueba de
correlacién indicdé gque la incidencia del VIC rno depende de 1la
presencia de &fidos. No se tomd en consideracidén al calamondin,
para observar el pétrén normal de citricos tradicionales.

Es quizd mds que elocuente gue la subpoblacién mds densa es
la de &rboles 'VIC negativos~libres de &fidos” (87.7% de la
poblacion), mientras gue el caso totalmente contrario se da para

FIGURA 12. Incidencia de VTC respecto a presencia de afidos.
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aquéllos drboles 'VIC positivos-presencia de A&Afidos” (0.7% de
densidad). Las otras dos subpobiaciones son 1ntermedias, con
densidades medias también.
Ahora bien, también podemos hacer una serie de aseveraciones
a partir de este grafico, pero simplificando términos podemos
decir:
1. de la poblacién de citricos, 1 Arbol de cada 26 (1:28}) esta
afectado por el VIC; y
2. de la poblaéién de citricos, 1 arbol de cada 9 (1:9)

presenta de afidos.

La figura 13 intenta ejemplificar las densidades de las
subpoblaciones gque conforman la relacidén “Incidencia de VIC
respecto a Condiciones_ vigsuales del A&rbol”’. La prueba de
correlacidn indiéé gue la incidencia del VIC depende de forma
inversa de la condicién visual de los Arboles. Tampoco se tomd
en consideracién al calamondin, para observar el patrén normal de
los citricos tradicionales.

En esta vrelacién, la subpoblacién més densa es aquella ™
visualmente sintomatica pero sin VIC (en la regidn de falsos
positivos) con una carga del 72.1%. La subpoblacidén mencs densa
con un 1.4% se halla en la region de "verdaderos positivos’, o
sea, 1os que teniendo condicidn de enfermos =i padecen presencia
de VTC. Esta vez la regidn de verdaderos negativos gqueda como

una subpoblacidén de densidad media.
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FIGURA 13. Incidencia de VTC respecto a condiciones visuales

de los arboles.
Tahbién podemos obtener una serie de aseveraclones a partir
de esta grafica, pero se pueden simplificar a:
1. de la poblacién de citricos, 1 arbol de cada 26 (1:26) estd
infeétado de'VTC; v
2. de. la poblacién de citricos, 1 arbol de cada 3 (1:3)

presenta sintomas visuales de Tristeza.

En 1la figura 1& se ejemplifican las densidades de las
subpobléciones que conforman la relacion: ‘Presencia de afidos
respecto  a Condiciones visuales los arboles’ . Agui la
subpoblacién mas densa la ocupan - los arboles visualmente
eintomdticos pero libres de afidos (66.4%), v la subpoblacidn
menos densa la ocupan los arboles asintométioos con afidos

presentes (3.0%).
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En esta relacidén se esperaba gue lag subpoblacidén "Ausencia
de Afidos-Condicidn sana’ fuera la mayvor vy que la subpoblacidn
“Presencia de afidos-Condicidn enferma; la menor; sin embargo,
ambas tienen las poblacliones medias.

FIGURA 14. Presencia de Afidos respecto a condiciones visuales
de los &Arboles.
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DPentro del estudio también se intentd hacer .un
reconocimiento de las variedades de patrones que se Ltienen en uso
para el cultivo de citricos.

Tanto para naranjas como para mandarinas, el patrdn masg
usado & el naranjo agrio, seguido del Citrange carrizo. El uso
de_carrizo tiende a ser del 20% en ambos casos, el naranjo agrio
se usa en un 40% para mandarinas y en un B0¥% para naranjas.

El uso de PB. trifolista v €. ialwanica es muy reducido en

ambhos casos, mientras que limones se usan en bajo porcentaje para

L
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PATRONES MAS USADOS PARA
CULTIVO DE NARANJAS

LIMONES OTROS
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FIGURA 15. Patrones mas usados para cultivo de naranjas.
narénjés'(B.S%), para mandarinas se utilizan en un considerable
percentaje (14.7%). E1 wuso del patré4n macrophylla se obgervo
minimo para los cultivos de naranjas y mandarinas.

FIGURA 16. Patrones mas usados para cultivo de mandarinas.
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También para el cultivo de toronjas, tangelos ¥ “otros
citricos minoritarios, se tienen en uso los patrones carrizo vy
oﬁros patrones en un porcentaje muy bajo (15.9% combinados), v el
agravante que los patrones conocidos de mayor uso son agrio
(84.1%) v macrophylla (15.9%), ambos muy susceptibles a Tristeza.

FIGURA 17. Patrones mas usados para cultives de toronjas,
tangelos y otros.
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FIGURA 18. Patrones mas usados para cultivo de limas Acldas.
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En 15 figura 18 =se cbserva que el citrico de mayor UsS0 para
limas &cidas (limones) es macrophylla (69.9%) seguido de agrio
(13.2%) v limones (8.5%). Dada la circunstancia de uso de
patrones para limas dcidas, se esperaria un alto porcentaje de
incidencia de Tristeza en limas acidas.
Tanto para el cultivo de naranjas como para mandarinas,
toronjas y tangelos. existe siempre un porcentaje elevado de uso

de patrones gue no lograron sSer identificados.

Para ver la formal de dispersién de la edad de los arboles
respecto a los factores: incidencia del VTC, especie de citrico vy
variedad de porﬁainjerto seria necesario estudiar individualmente
cada especie de citrico. La edad se congidero un factor
secundario, por lo que las sasiguientes relaciones inveolucran a
todas las especies de citricos para dar una ldea en general de
las relagioﬁes.

Respecto a las edades de los arboles, la mayoria de arboles
osCilaﬁ entre 1y 15 afios, sin embargo, individualmente, las
frecuencias mas altas se localizan en 20 afos (7.7%), 15 afios
(19.4%), 12 afios (7.7%), 10 afios (9.5%), B8 afios (6.8%), 5 afios
(11.0%), v 1-2 afios (11.2%).

Gran parte de naranjas tienen 15 aflos, gran parte de limas

cidas tienen 5 afios v la mayoria de arboles entre 1 v 2 ahos son

[}

e,

calamondines.
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EDADES DE LOS ARBOLES
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FIGURA 189. Edades de los arboles.

positivas

' Deasglosando los grupos de edades, las mandarinas

al VTC tienen 7, 12 y 15 afios, asimismo, los casos positivos de

tangelos son de 15 afios yv toronjas. 12 afies. Los casos positivos

FIGURA 20. Incidencia de VTC segtn edad.
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de naranjas tienen 12, 20 y 26 afios, adrboles maduros. No asi
prara loz calamondines gue son los citricos enfermos més Jovenes,

va que estos cultivos tienen entre 1 y 2 afios de edad.

En 1la figura 21 se observan gque las frecuencias maximas
ocurren entre 16-20 afios (18.9%), 21--25 aflios (24.0%) y 26-30 ahos
(40.0%), por lo que podriamos decir que la presencia de afidos

aumenta (en %) segin la edad de los Arboles.

FIGURA 21. Presencia de afidos segun edad.
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En la figura 22 se observa que los Aarboles de mayor edad
presentan mayor porcentaje de sintomatologias de Tristeza
rrovocadas por diversas causas ajenas a la enfermedad, aéi pues
log maximos relativos se encontraron en 11-15 afios (78.9%), 16-20
afios (73.7%) v 21-25 afios (94.8%). Tampoco =e tomdé en cuenta qué
tante influve la especie del citriceo, la regldn y la estacidn del

atio en el resultado.
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CONDICIONES VISUALES DE ARBOLES POR EDAD
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FIGURA 22. Condiciones visuales de arboles por edad.



Vii. DISCUSICN

No puede afirmarse que los datos recabados correspondan en un

]
i

cien por ciento a toda la RepUblica de Guatemala, va que como se
‘sabe, éste es el primer muestreo sistemdtico que representa de
manera significativa a los cultivos de citricos en Guatemala.

Este muestreo que representa aproximadamente el 5% de 1la
poblacidén citrica es lo suficiente significativo como para
generalizar las tendencias de cultivo de citricos ¥ las condiclones
gue en estas regiones imperen. Este criterio fue el que se tomé de
los lineamientos aque sigue OIRSA para el estudio de cualquier.
enfermedad a nivel nacional que no se haya reportado anteriormente.

La colecta _de muestras (febrero.93 - Jjunio.84) comprende una
regién mayor a la prevista inicialmente, asi pues, el muestreo
comprendid 8 los departamentos de Jutiapa, Izabai, Chigquimula,
Zacapa, Santa Rosa y_Escuintla, més la expansién que comprendié a
Guatemala, Suchitepéquez, Retalhuleu, Quetzaltenango, San Mqrcos,
Alta Verapaz, Baja Verapaz y El Progreso.

Adémés, al inicio el estudio se définié para que la colecta de
muestras perteneciera a Arboles mayores de O afios, sin embargo, el
aparecimiento de nuevas fincas constituyé la principal causa del
muestrec de drboles Jjoévenes. El estudio se amplié v se sesgd
también al incluir a los cultivos de calamondines.

La expansiodn del muestreo proporciond datos més
significativos, no sb6lo de la situacién de la enfermedad en el

pais, sino también de otra serie de datos de interés:
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Egpecies actuales de citricos en rroduccion (activos).

La actualizacién de estos datos indicd que en Guatemala no se
cultivan solamente los citricos de mayor importancia
econdmica; sSino que también hay un minimo porcentaje de las

otras especies.

Diversidad de patrones en uso.

Bajo la suposicidn que Guatemala era otro de los paises que

basaba sus cultivos exclusivamente en patrén de naranjo agrio,

se comprobd que los cultives no se limitan s6lo al naranjo

agrio, sino que hay diversidad de patrones en uso, lo cual

disminuye las probabilidades de propagacitn de la enfermedad.

Edades de los citricos productivos.

A nivel comercial, los cultivos citricolas productivos tienden
a tener entre 10-15 afics, de lo que puede decirse que Be
trabajaron con cﬁltivos maduros, lo que implica que es
necesaria ia creacidn de nuevos cultivos, de preferencia: 1)
de materiél vegetatlvo certificado, y 2} utilizando nuevas

variedades y patrones, tolerantes y resistentes tanto para

Tristeza como prara otras enfermedades.

Ingreso de la enfermedad.

Inicialmente se esperd encontrar la enfermedad en las regiones
fronterizas con los paises centroamericanos, una especle de
“frente de ingreso” de 1la enfermedéd, Por procesc de

migracidén. 5Sin embargo, el estudio del drea expandida reveld
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que dadas las ubicaciones de las areas enfermas, no era
posibie que hubieran ocurrido por proceso de migracién del
vector, lo que dejdé en claro la otra alternativa, por

utiiizacién de material vegetativo infectado.

Serologia ELISA.

A través de las técnicas de ELISA se corrobord la presencla de
Tristeza .reportada eﬁ 1992 vpor Lastra y colaboradores. Sin
embargo, en este estudio se afiade que no sdlo hay presencia de
cepas moderadas del Virus de la Tristeza de los Citricos como
reportaron en 1992, sino que en 1884 ya se han detectado cepas
severas de la enfermedad.

Los arboles positivos al VIC (enfermos) se localizan en fincas
v viveros determinados (son focos especificos): finca Las Delicias,
Chicajén, Guachipilin, La Aurora y El Aguacate; V viveros de San
" Jerdnimo v DIGESA (figura 3). Como no son tan extensas las éfeas
de estas fincas, es probable gue si se aplican las medidas de
control respectivas se logre el saneamiento de estas areas
afectadas.

Después de realizados los primeros ELISA s fue necesario
repetir algunas muestras positivas en forma separada para poder
determinar individualmente a los &rboles infectados. Asi pues,
esto  sucediéd primero con las mandarinas en Chiguimula; segundo con
los calamondines de Escuintla y El1 Progreso; tercero con varias
mieatras de Alta Verapaz (mandarina y toronja). |

Baja Verapaz es la ultima de las regiones donde 8se han

encontrado varias muestras positivas y dudosas. Falta identificar
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individualmente a. los A&drboles porque las muestras fueron
'_recoleétadas por grupos.  En las regiones de este departamento hay
duda en 1o que respecta a unas muestras de naranja gue se reportan
cultivadas sobre patrdon carrizo y rangpur. Dependiendo de la
recohfirmacién de estas muestras se modificard el :’mdic:e_1 de
incidencia del VIC en el pais y el indice de afeccién del VIC hacia
naranjas.

De los casos enviados a los Estados Unidos, los resultados
coincidieron con los obtenidos en Guatemala. Algunas de lasg
inconveniencias en las lecturas de las placas fueron corregidas de
formas equivalentes, como la practica de preadsorber al conjugado
con tejido sano a efecto de reducir el fondo de las placas,
problema principalmente para las muestras del departamento de Baja
Verapaz.

Los arboles positivos a Tristeza tienen entre 7, 12, 15, 20 ¥y
26 afioe, v los Arboles mads jovenes son los de calamondin, entre 1 vy
2 afios, siendo que hay mayo. incidencia en las edades de 1-5 y 11-
15 afios, a nivel de porcentajes. No es posible asociar la
incidencia del VIC con la edad del A&rbol porque el muestreo tuvo
sesgo hacia 4&rboles mayores d= 5 afios, con la excepciéon de los
arboles de calamondin. Tampoco es posible determinar desde hace
cudnto es que estos arboles se infectaron con el virus, si al
momento de cultivo con material infectado o después pordque s0lo se
han encontrado vectores poco'eficientes del VIC ¥ no se tienen
datos previos acerca de la vida de los adrboles, ni por qué es que
no se ha logrado una dispersién masiva de la enfermedad por medio

de algin vector, pero se estima que la infeccién ocurrid por



89
métodos mecanicos de cultivo, usando material infectado, importado

posiblemente de Florida.

Practicas de cultivo.

Tanto para naranjas como para mandarinaas, el patrén mis usado
es el naranjo agrio seguido del Citrange carrizo. Sin embargo, el
naranjo agrio se usa en mayor porcentaje para naranjas, esto puede
deberse, en gran parte, a que los cultivos de naranjas fueron los
primeros en implantarse y por lo tanto, por ser tan viejos, Be
hicieron con los patrones de uso de entonces: Citrus aurantium
(naranjo agrio).

Macrophylla se wutiliza muy poco para cultivos de naranjas ¥y
mandarinas, esto podria disminuir la probabilidad de
susceptibilidad de estos cultivos a la enfermedad, ya que hasta el
momento estos dos citricos figuran dentro de los citricos més
susceptibles a Tristeza en Guatemala. Queda siempre la alternativa
de implementar el uso de patrones resistentes, principalmentellos
hibridos Citrumelo swingle y Citranges carrizo y troyer.

Los casos positivos de VIC encontrados en patrones de limones
v carrizo son poco comunes ya gque ambos son tolerantes al virus.

Para el cultivo de limas &cidas, los patrones de mayor uso 8Son
macrophylla y agrio, por lo que se egperaria un alto porcentaje de
incidencia de Tristeza en éstas. Sin embargo, la incidencia de
Tricteza en limas 4dcidas es nula hasta el momento, de hecho,
contrario a 1o gque se esperaba, no se encontrd 4&rbol alguno
iniertado sobre macroprhylla gue estuviera infectado por el VIC, aln

cuando éstos se reportan como muy susceptibles al virus. Es
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probable que este comportamiento se deba a la posibilidad de que no
existan vectores o focos de enfermedad cercanos a las areas de
culti#o o incluso a que el material inicial de cultivo fuera libre
del  virus. Ademds, para poder hacer una conclusidn definitiva
respecto a la incidencia nula de Tristeza en limas acidas hay que
hacer unrmuestreo total en la repiblica, cultivos que no se tomaron
en cuenta anteriormente y principalmente cuitivos gue se hallen en
los alrededores de los focos de la enfermedad.

Para el cultivo de toronjas, tangelos y otros citricos
minoritarios, se tienen en uso principalmente a agrio vy
macrophylla, ¥y en menores porcentajes a carrizo y otros. De estas,
las 4rboles positivos al VIC estdn sobre patrdn agrio, esto explica
el alto porcentaje de incildencia (18.6%5 en estos cultivos.

El mismb caso se.da con mandarinas, los 4&rboles positivos
estan plantadoé sobre patrén agrioco vy este patrdn representa el
(38.1%) de uso para este cultivo.

"El caso de las naranjas es distinto, el patron agrio slgue
siendo el de mayor uso, sin embargso, 1la mayoria de las muestras
reportadas positivas y dudosas estdn plantadas sobre el patrén
carrizo v otras sobre rangpur. De aqui que se crea conveniente la
reconfirmacidn .de la serologia para estas muestras y en todo caso

la reconfirmacidn de el patrdén de cultivo.

Afidos.
- Segun los resultados obtenidos, la incidencia del VIC no
implica presencia de Afidos. La figura 12 que repregenta las

densidades de poblaciones “incidencia de VIC respecto a la
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presencia de 4&afidos” es quizd la Unica que s8e acople a los
resultados esperados. Esto favorece la posibilidad que el fendmeno
de dispersién del VTC a través de vectores sea nula y que a través
de un Qontrdl efectivo de vectores especificos al VTC, no sea
posible la dispersién de la enfermedad. Pero si hay Tristeza en
Guatemala, la preéencia de los vectores especificos a la enfermedad
definitivamente acelerard el proceso de dispersion.

Dentro del estudio se observdé que la presencia de afidoe; en

i
los cultivos se da en muy bajo porcentaje: 1) entre regiones
(fincas, cultivos), v 2) entre 4&rboles en cada regién.  DLa
presencia de afidos aumenta (en %) segin la edad de los aArboles;

sin embargo, no se tomé en cuenta qué tanto influye la especle del

citrico, la regién y la estacién del afio en el resultado.

No se encontré patrén alguno respecto a la especie de citrico.
En los calamondines, la presencia de &fidos es nula, pero dada la
incidencia tan alta del VIC en estos cultivos, la presencia de
afidos podria provocar un foco de dispersidn de la enfermedad.
Quizds aqui intervenga a favor el hecho que a los cultivos de
calamondin se les presten los cuidados adecuados necesarios para no
tener presencia de &fidos ni de otras plagas. Esta misma razén
dejaria pendiente de conocer s8i alguna especie de los afidos
vectores pudiera tener predileccidn por calamondines y poder
desarrollar ciclos de vida en los mismos.

Dentro de los patrones de citricos con mayor presencia de
sfidos estén carrizo (22.9%) v aegrio (9.2%), los porcentajes de los

otros patrones son menores y en el casoc de trifoliata, la presencia
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de Afidos es nula.

.Dentrd_ de los afidos colectados se notd que las especies son
muy,ﬁariadasg dentro de las colectas realizadas para el estudio no
se encontraron especimenes del Toxoptera citricidus, tan sbélo
algunos especimenes de Toxovrtera aurantii, aunque en muy bajo
porcentaje, de 1o cual podfia deducirse que si no llegara a tener
una alta tasé de'reproduccién, no representaria peligro para los
cultivos de citricos.

'Dado'-que todavia né - 8e reportan casos de presencia de T.
citricidus .en Gﬁatemala, es 1lmportante implementar monitoreos
continuos vy amplios (i.e., que abarquen franjas, perimetros
gruesos) para detectar la entrada del vector a Guatemala y en tal
caso crear medidas de conﬁrol v/0 erradicacién (p.ej., control
biolégico)?

9i las sérologias de los arboles dudosos se confirman como
pdsiﬁivas,1-entondes se avisora un gran problema debido a dos
raZones:

1. en Guatemala se daria el caso aque el patréon Citrange carrizo
vy lima rangpur son_sﬁsqeptibles a Tristeza, lo cual serfa
excepcional ya que éstos se reportan como tolerantes a la
enfermedad:

zZ. ?a existen informes bficiales de la presencia del Toxoptera
aurantii, si 1a poblaciones de Toxoptera aurantii llegaran a
aumentar,  la enfermedad de la Tristeza es muy propensa a gue
comience a diseminarse, principalmente entre aquellas especies
de citricos con altos indices de afidos como lo son carrizo y

agrio; y
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3. si el T. citricidus (vector mds eficiente del VIC) ingresa a
Guatemala, todo el proceso se aceleraria causando grandes
dafios, ya que el 69.6% de los cultivos estd basado en los
patrones C. carrizo, (. aurantiuwm v . macrophvlla (los

patrones con mayores incidencias de VIC en Guatemala).

Por otro lado, no es factible afirmar que no Influve la época
del afio, va que si bien el muestreo durd aproximadamente 16 meses,
este se realizd por fegiones distintas en distintas épocas del afio.
Seria conveniente remitirse a estudiar cada regidén durante periodos
méds largos, para verificar si la presencia de 4afidos es o© no
constante, ¥ si las poblaciones .son constantes o aumenthn

aceleradamente.

Condiciones visuales de los drboles.

De 1la figura 13, la prueba de correlacién indicé que la
sintomatologia visual de los &rboles no implica incidencia del VTC,
es mas, la relacién hallada indica una dependencia de forma
inversa. Por consiguiente, la condicién visual de los arboles no
debe tomarse como parametro para guiarse si  un arbol puede estar
enfermo de Tristeza. Un gran porcentaje de drboles presentan
siﬁtomatologias descriptivas a Tristeza, por lo Qque se egperaria
gue un porcentaje egquitativo estuviera enfermo de Triéteza, sin
embargo, no ocurrid asi. La mayor subpoblacidon es aquella
vigualmente sintométicé pero sin VIC y la menor subpoblacidn la
conformen aquellos gque teniendo condicidn de enfermos si padecen

presencia de VTC.
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S6lo algunos de los arboles que presentan los sintomas padecen
de Tristeza, id que indica que en el estudio no se tomaron en
cuenta - los “sintomas cruzados” que pueden producir otras
enfermedades de citricos, 0 que existen muchas otras causas por las
cuales un  Arbol presente sintomas similares, como otras
enfermedades o deficienqias nutricionales. Ademas, los sintomas
que se consgideraron como ‘caracteristicos” son los reportados en
otros paises, no se tomd en consideracidén las caracteristicas
climétidas que imperan en.las regidnes citricolas de Guatemala.

En el caso de calamondin, 1la sintomatologia de estas plantas
va en contradiccién con la serologia de las mismas, los
calamondines son los citricos con mayor incidencia de Tristeza
({13.6%).

La contradiceidén del calamondin se debe probablemente a que en
_la practica de cuidadoas de eate cultivo les podan continuamente las
hojas maduras y por ello no es posible observar los sintomas en las
hojas tan tiernas. También  puede ser que siendo Arboles muy
Jjovenes y dado 'que_el fin de los arboles es para exportacidén, las
condiciones fisicaé las preparan para ser las mejores posibles.

Al inicio del estudico oe le dié cierta preferencia a los
cultives de calamondin. una de las razones fue porque no se tenia
informacion alguﬁa de este cultivo referente al VIC, por lo tanto,
puede que no  s6élo sea susceptible sino que también gea
agintomatico. Un estudio posterior continuado v supervisado de

calamondinas reapecto a Tristeza podria dar resultados que apoyen

e

o

as causas aquil propuestas.
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Dentro dé la poblacién de citricos, los &arboles de mayor edad
presentan mayor porcentaje de sinﬁométologias de Tristeza,
provocadas gquizd por diversas causas ajenas a la enfermedad. Puede
estar también relacionado como circulo vicioso al hecho que con la
‘edad también aumenta la presencia de 4&fidos en los citric&s N4
también pueden influir la = especie del citrico, la regitn vy la

estacidn del afio en los resultados.
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En Guatemala, en las limas A4Acidas de variedades criollo y
rersa no se detectd al virus, atn cuando eran injertadas socbre (.
macrophyvlla.

En Guatemala, las mandarinas, tangelos y toronjas muestran

mayor incidencia al Virus de la Tristeza que las naranjas.

En Guatemala la condicién general de un Arbol citrico de

cultivo tradicional es:
1) libre de Tristeza,
2) libre de afidos, vy
3) con sintomas visuales de la enfermedad causadas por
diveraas caussas.
En Guatemala la condicién de los calamondines es: 1) libres de
Afidos, 2) sin sintomas aparentesz de la enfermedad, y 3} con una

incidencia del VIO del 13.3%, de cepas SsVeras.

A pesar <que ya existe Tristeza en Guatemala, no 8Se han

reportado casos de muertes masivas en las plantaciones.







VIII. CONCLUSIONES

La enfermédad de la Tristeza de los Citricos se encuentra en
" Guatemala, tanto cepas severas como moderadas. Su presencia se
debe probablemente al uso de material vegetativo infectado como
fuenté para injertos y acodos.

El indice promedio de incidencia de Tristeza es de 3.9%.

En Guatemala, los 4&rboles de especies de calamondines v
mandarinas son.l0s que pregsentan mayores indices de incidencia del
Virus de la Tristeza de los Citricos.

En Guatemala, el vpatrdon agrio (C. aurantium) es el que
presenta mayor incidencia de afeccidén del Virus de la Tristeza de
los Citricos.

La incidencia del VTC no depende de la edad del arbol.

La incidencia del VIC no implica presencia de &fidos ni
sintomas visuales del &rbol.

La condicidn visual de los drboles no es buen pardametro guia
para idéntificar arboles con problemas de Tristezsa.

La disposicién geografica de drboles VTC-positivos sefiala que
las Areas afectadas son focos, por 1o gque es posible gue sean
erradicados del pais=.

De los cascs positivos a Tristesza  encontrados, hay 52.1% de
casos severos y 47.9% de casos moderados de la enfermedad.

De los casos de Tristesa severa, el 67.3% se halld en especies
de calamondin, las especies restantes pertenecian a naranjas sobre

patrones sgrio ¥ ocarpiso.







IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda preparar areas para nuevos cultivos con 1las
caracteristicas éptimas .de resistencia a enfermedades. Asimismo,
implementar el uso de patrones resistentes a Tristeza como
Citrumelo swingle y sustituir al naranjo agrio (C. aurantium).

Se sugiere implementear monitoreos continvos vy amplios para
detectar - la entrada del vector a Guatemala y crear medidas]de
control y/o erradicacidn.

Realizar un estudio de 4fidos en citricos y determinar cudles
son las poblaciones existentés. Ademds, estudiar cada regiodm
dﬁfante periodos mids largos para determinar sus ciclos de vida vy
verificar si la pfesencia de &fidos es o no constante.

La condicién visual de los arboles no debe ser utilizado como
parametro guia de.identificacién de arboles con problemas de la
enfermedad de la Tristeza.

Realizar un estudio Lque coﬁtemple las variaciones de
sintomatologias visuales de &arboles y su relacién con la incidencia
de la enfermedad. |

Realizar un muestreo en el departamento de Jalapa, dque aungue
no es un departamento importante en produccién de citricos, 8e
encuentra en una localizacidén media entre focos de la enfermedad.

Ampliar el muestreo del departamento de E1 Progreso, para
aumentar la colecta de muestras de limas dcidas vy determinar su

afeccion por Tristeza.
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Como se conocen &rboles sanos, sSe 8Sugiere tomar material de
elloe vy prepafarlos bara utilizarlo‘ en minimizar los problemas de
exceso de fondo en .las placas. Ademés, se suglere utilizar
material sano de citrico de la misma especie que las muestras.que
se estén analizando.

Preparar ‘pool -de blancos o pool de tejido sano” a partir de
muestras del'péiS; v utilizarlo cada vez en las placas, para tomar

las lecturas de éstos como posibles puntos de corte.

En 1las fincas con arboles rositivos a la serologia de ELISA:
finca Las Delicias, Chicajén, Guachipilin, La Aurora, El1 Aguacate,

y viverocs de San Jerénimo v DIGESA se sugiere como control

inmediato:
1. Cerrar temporalmente los  viveros (i.e., cuarentena

fitosanitaria). .

2. Hacer las pruébas de ELISA a TODOS los Arboles pertenecientes
a .los viveros vy monitorear la presencia de &afidos en la
region. |

3. Eliminar los drboles que resulten infectados.

4. Conseguir los registros de los &arboles “procreados” a partir
de lasg espédies enfermas y de la actual'localizacién de las
mismas para muestrear las egpecies hijas infectadas y tomar

ias medidas de control necesarias (como las anteriores).

Es prioritario gque las autoridades pertinentes sSe organicen
~ara  crear la necesidad de erradicar 1a enfermedad de la Tristeza

Ze lom Citricos.
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Que el Comité HNacional de Tristeza de los Citricos (CNTC)

implemente vy lleve a cabo las medidas fitosanitarias respectivas:

1. cuarentena fitosanitaria;

2. erradicacion de los arboles enfermos;

3. creacién de comités de divulgacién de la enfermedad de la

Tristeza.
Ademds de:

4. c¢reacién de jardines clonales con control sanitarios;

5. implementacidn de variedades vy patrones resistentes

Tristeza;

6. creacién de un laboratorio para cultivo de tejidos
estudios posteriores de la enfermedad en Guatemala; ¥y

7. implementaciodn de un laboratorio para realizar

certificacion de material vegetativo.

Imponer cuarentensa a log vwviveros estatales, ya
aparentemente son éstos los focos originales de infeccibn,

propician la dispersitn de la enfermedad.

a

para

la

que

que
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REGISTRO DE DATOS

Finca:

Localizacién:

Fecha de colecta:

Cbdign | Localizacién | Citrico | Variedad | Patrén Edad | Condicidn | Afidos Ohservaciones

Para la identificacién de las muestras por placa se realiza
un mapa én el que se registra el tipo de ELISA (DAS o I-DAS), 1los
anticuerpos utilizados, la concentracién de los mismos, los
neriodos de incubacién v se identifica cada celda con una muestra
segin el c¢o6digo utilizado. Posteriormente, las lecturas de
absorbancias a 405 nm de ELISA se reglisiran en un mapa similar,
doride se anota el tiempo de lectura y la posicién de las celdas
se corresponde con lag del mapa de identificacién. Los croquis

de estos mapas se observan a continuacidn:







HOJAS DE REGISTRO DE DATOS DE ELISA

MAPA DE ELISA

89

Placa No.
Fecha / /
Tipo de placa .
Ac cubierta Conc. Tiempo Temp. ____
Antigeno Conc. Tiempo Temp. ___
Segundo Ac Conc. Tiempo Temp.
Conjugado Conc. Tiempo Temp. ____
Sustrato Conc. Tiempo Temp. __
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H
LECTURAS DE ABSORBANCIA
Placa No. '
Fecha / s
Tiempo de lectura: hrs

1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12

= I v B R o « B -

=

i
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Preparacién de soluciones

Buffer salino de fosfatos. EBS. Buffer de cubierta

8.00 g NaCl
0.20 g KH2PO4
2.90 g NazHPOs-12 Hz20
(1.15 g NazHPO4 anhidro)
0.20 g KCl
Disolver en 1.0 L de agua.
El pH debe ser 7.2 a 7.4.
Buffer de lavado. PBST
1.0 L PBS
0.5 mL Tween 20
Almacenar a 4°C.
Buffer de extraccion
1.0 L PBST
20.0 g PVP40
Almacenar a 4°C.
Buffer de sustrato
10 mL dietanolamina
Diluir a 100 mL con agua para
tener una;solucién al 10%.
£l pH debe gser de 9.8.
Esta solucidn debe ser fresca.
Mantenerla en oscuridad.
Aeregar las tabletas de

gustrate a concentracién de

1.59 g NazCO0a

2.93 g NaHCOs

0.20 g NalN=z

Disolver en 1.0 L de agua.

El pH debe ser 9.6.

Almacenar a 4°C.

Al momento de cubrir la placa,
agregar el anticuerpo de
cubierta a la concentracidn
regpectiva (DAS o I-DAS).
Buffer para gesundo antlcuerpo
1.0 L buffer de cubierta.

El pH debe ser 9.6.

Al momento de cubrir la placa.

agregar el segundo anticuerpo
a una concentracidn de 1:5000.
Buffer de conjugado

1.0 L PBST
20.0 g PVP40O

2.0 g ovoalbumina

0.20 g NaNs
Almacenar a 4°C.
Agregar el conjugade a una
dilucién 1:2000 & 1:5000 para

DAS o I-DAS respectivamente.



APENDICES
APENDICE A. CROQUIS UTILIZADOS Y PREPARACION DE SOLUCIONES

Para el efecto de registro de datos de 1los A4rboles vy
localizacién de cada &rbol en una finca, se traza en una hoja de
portada un croquis que esquematice a la finca y la ﬁbicacién de
loe &rboles debidamente identificados y en la papeleta siguiente
(v cuéntas mis sean necesarias) identificéndola por finca y fecha
dde colecta, se apuhtan los datos por arbol, tal v como se muestra

en los croquis siguientes:

HOJA DE COLECTAS

Finca:

Localizacidn:

Fecha de colecta:

CROQUIS DE LA FIRCA







APENDICE B. DATOS BRUTOS DE LAS PLACAS DE ELISGA

CUADRO 9. Puntos de corte de las placas de ELISA.

PUNTO

PLACA | TIPO LECTURA PUNTO ([PLACA | TIPO LECTURA

No. |PLACA - hrs  CORTE No. PLACA __hrs___ CORTE
3 DAS 2:00  0.375 28 I-DAS  1:00 0,041
5 DAS 2:00 0.074 30. DAS 1:00  0.289
6 DAS 2:00 0.052 31 DAS 1:00  1.016
7 | pas  2:00  0.104 32 | 1-pAS 1;00  0.352
8 DAS 2:00 1.004 33 | I-DAS  1:00 1.066
9 | pas  1:20  0.217 34 | pas 1100  0.163
10 DAS 1:30  0.159 35 DAS 1:00  0.191
14 DAS  1:00  0.102 36 | DAS  2:00 0,442
15 DAS 1:00  0.104 37 DAS  2:00 0.382
16 | DAS 1:00 0.219 38 DAS 2:00 0.303
17 DAS 1:00 0.122 39 DAS  2:00  0.564
19 | 1-DAS  2:00 © 0.017 40 DAS  2:00  0.388
21 DAS 1:00 0.526 41 DAS 2:00 0.577
22 DAS 1:00  0.00 42 | DAS 2100 0.428
23 DAS = 1:40  0.204 43 | DAS  2:00  0.585
23" DAS 1:30 0.068 44 | Das 1:30 0.361
24 DAS 2:00 0.346 45 DAS 1:30 0.338
24 DAS = 1:30 0.139 46 | I-DAS 0:40  0.248
25 DAS 1:15 0.164 47 I-DAS  0:40 0.332
25 DAS 1:00 0.782 48 DAS 1:30  0.051
26 DAS 1:15 . 0.088 49 DAS 1:30  0.078
26" | DAS  1:00  0.346 50 | I-DAS 1:39  0.052
27 1-DAS © 1:00 0.065 51 I-DAS  1:30 0.138
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CODIGOS UTILIZADOS PARA LA IDENTIFICACION

| 5~ OTROS

15 ~ LIdA DULCE

16 - TORONJA

17 - TANGELO

18 - DESCONOCIDOS

19 - OTROS, VARIOS
Macrophylla
Limon Lisboa

Limon Real

Limon Eureka

ELISE © - Negativo

1 - Positivo

CEPAS ELLSA

0 - Minguna
1 - Moderada

APENDICE C.
DE DATOS
Junmmm +
| DEPARTAMENTOS ‘|
frmanemmm e %
1 - JTIAPA 6 -ESCUINTLA 11 - Sh HARCOS
2 =~ IACAPA 7 - GUATEMALA 12 - ALTA VERAPAZ
3 - IZABAL § - SGCHITEPEQUEZ 13 - BAJA VERAPAZ
§ -~ CHIQUIMULA 9 - RETALHULEU 14 - EL PROGRESO
5 - SANTA ROSA 10 - QUETZALTEHANGO
frmmormmm +
I. | crmicos |
B +
1 - HARARJA 4~ CALAMONDIN
2 - MANDARIRA 5 - OTROS
3 - LINA ACIDA
fmmm e t
II. | VARIEDADES |
+ + 4 : t - R £
| 1- HARBNJR | |2~ MANDARINAS | | 3= L. ACIDA |  |4- CALAHOMDIN|
: + 1 % § greossmsmsenes
- VALENCIA 7 - DANCY 12 - CRIOLLO 14 - CALAHONDIN
- HWASHINGTON § -~ CLEOPATRA 13 - PERSA (Citrus mitis)
- JAFFA 9 -CLEMENTIRX
- RABINAL 10 - KING, KARA
- AGRIO 11 - QTRAS MAND's-
- OTRAS NARANJAS China
Hamlin " Queen
Cuyuta Satsum
Victoria california
Pineapple Fremor
Carter Havel _
Mineola '
faneenne e +
III. | PATROMWES |
omremirem e ¥
1 - CARRIZO 5 - TAIWAHICA 9 - L. REAL
2 - hGRIO 6 - L. CRIOLLO 10 - L. EUREKA
3 - MACROPHYLLA T - L. RARGPUR 11 ~ CALARONDIN (PIE FRANCO)
4 - TRIFOLIATA 8 -~ L. RUGOSD 12 - DESCOROCIDOS
13 - OTROS
Toronja
Lima
Narania
Persa
ABREVIATURAS:
DPT Departamento Eb  Fdad {anos} - AF  Afidos
MST Muestra DAS  ELISA dir. 0 - Ausencia
# AR/MST # arboles/mst DAS-1 BLISA ind. 1 - Presencia
CIT Citrico At lectura 1 CON  Condicion
VAR Variedad citrico A2 Lectura 2 0 - Sana
PAT Patron 11 Promedio ‘1 - Enferma

2 - Severa







APENDICE D. .
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DATOS BRUTOS GENERALES
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APENDICE E. LISTADO DE MUESTRAS SEROLOGICAMENTE POSITIVAS

A TRISTEZA
AR/ ED ' DAS | DAS - | : CEFA : FINEA

UPT MST HST CIT VAR PAT a  AF CON | Al E?Z ¥ das i Al A2 Yi ! TRISTEZA | Io ubicacion)
——————————————————————————————————— PI———— TSR SEEC S Ltk
§ 61 1 2018 212 1 1t U048 0.7 069 ' MODERADA  Las Delicias

4063 i 7 18 217 1 0 ! 0,65 0.60 6.653 1 0.1 0.03 4.075 ' HODERADR | Las Delicias

4 4 1 2 1B 212 1 0, 0.58 0.5 0,563 0.1 0.05 0.075 ! MDDERADA | Las Delicias

\ 1 i ¥

oS3 i 4 44 i 7 0 0 ¢ 1.26 1,29 1.299 ) 0.5 0.47 .51 ; SEVERA ! La Democracia

b 63 1 4 @4 ir 2 0 0 123 123 1230 822 4.2 (.27 | SEVERA ! La Democracia

s 71 1 4 14 L 2 & 0 | {1,067 1.03% ! 0.47 0.43 ©.42% | SEVEKA ' La Demncracia

£ 74 1 & 14 1102 0 0 )i.06 L0 108050 0.47 0.49 i GEVERA ! La Qempocracia

5 76 1 & 1 oiLo2 0 0 :na9 L0713, 042 03 0,46 ! SEVERA ! La Democracia
093 L 4 4tz o9 0 L2 1.2 £.2 0 0,26 0,76 0.26 | SEVERA ! La Pemocracia
b9 1 4 44 1102 0 6 10.3% 032 0.335 0 0.04 004 0.04 SEVERA ! La Democracia
5095 4 4 4 11 2 @ ¢ 0.5 0.5 0,35 .47 0.04 0,455 | BEVERA ' La Democracia
5099 1 4 14 11 2 0 0 1.2k L.26 1.26 00,52 0.48 0.9 1 SEVERA : La Democracia
a0t 1 & 1& 1107 0 0 ) 0.65 0.42 0.535 ] 0.48 0.47 0.485 SEVERA ; La Democracia
167 1 4 L& 1y oz o9 6 I3 L7 0 11 04h 0.3 0.48 | SEVERA " La Democracia
106 1 & 14t 0z 0 0 !0 0.3 03105 021 0.4 SEVERA \ La Democracia
BI0E 1 4 14 11 2 0 0 0.7 .07 1,020 0.3% 0,55 047 SEVERRA ! La Democracia
109t & fA 11 2 0 9 L2 143 1195 0.5 0.5 0.53 SEVERA ' La Democracia
G180 1 & 1& 11 3 0 0 10,77 0.7 6,7210.45 041 043 SEVERA ' La Demncracia
fite 1 4 14 i1 7 0 0 D12 1.26 1,235 0 0.4 (.43 0,423 | SEVERA ! La Pemocracia
6177 0+ 4 4 41 oz 0 0 1,27 LIZOLZT 027 07 0.1 SEVERA * La Democracia

12 08 1 2 0§ 1500 G ;039 647 044 o 0.17 0,085 | NODERADA | Vivero DIBESA
087 1 7 9 205 0 ¢ Y03 0.4 038 0.1 0.14 0,12 | HODERADA i Vivero DIGESA

{2 82 1 7 9 215 0 0 Q.43 042 0,435 % .1 0.08 0,09 ! HODERADR . Vivero DIGESA

17 84 ¢+ 2 % 285 0 0 ! 0.6 .66 0,635 0.14 0.14 0.14 | HDDERADA | Vivero DIGESA
1785 1 2 % 215 6 0 ! 0.47 0.4 641 0.2 0.20 0,225 { MODERADA Vivero D1BESA

17 BA L 7 % 7485 0 0 ! 0.3 0,33 0,375 0,07 0,12 0,093 | MODERADA | Vivero DIGESA

52 %1 4 5 47 713 0 6 ' 0.49 9.5 0,545 ! 0.31 0.1 0,305 ! NODERADA ¢ Vivero BIGESA
1297 4 5 17 #1500 ¢ P9.32 0.4 0,384 ] 0 0 ¢ HODERADA © Vivero DIGESA
12093 01 2 % 27 0 0 028 0,35 83150 { ] ¢ ' WODERADA | Vivero DIGESA
17 048 1 210 27 0 6 ! 9.9 692 9910 0.18 9.1% 0,185 ! MODERADA | Vivero DIGESA

13 03 & ¢+ U 1@ 1 P03 0,47 039 il 0 { ¢ WODERADA | Vivero Sn.deronime
13 04 4 2 {1 124 1 Y 9.8 0,46 0.46 ' 0.227 0.34 0,28 ! WDDERADR i Vivero Sn.deronimu
i35 4 1 & T2 6@ 0,07 8.7 8170803 600 0020 MODERADA | Vivero Sn.deronimo
13 014 4 1 1 11 1 10,86 D240 8,3% 06,22 9.1 0,16 | HODERABA | Vivero Sn.dercnimo
17012 04 &b vis o6 ¢ ) 0 0.6 0149 G 0 % ! MODERABA | Chicajon

1T Oda 4 L b TiTO0 0§ )08 079 0,23 6 6,03 0.01% ¢ MODERADA | Buachipilin

p:owe 4 L & 217 9 0 )39 631 035 0.2 0.2 0,24 MODERADA | Guachipilin
1307r 04 f 1 2147 6 & o 0.45 .44 G.925 1 0.0 g.65  0.45 ! SEVERA ! Buachipilin

1333 4 1 12 4 1) 9.4 036 0,380 6.09 0,52 0,303 ! SEVERA 1 Buachipilin

12094 4 105 120 14 e 03 0.3 O 0.7% 0,175 ! WODERADE | Guachipilin

03 04 1 3 12 0 1 047 @34 0,387 9.3 0.32 0 33 ! SEVERA ! La Aurora

2031 & 8 {h 21T G 4 tauds 0.4 A3 0.3 0,33 0,325 ! MODERADE ; EI Aguacate

' SEVERA i Sanarate

b—
En
I
-y
i

18 1t 1 0§ ;078 0,75 0765 0.2% 0.35 0.Z%
(613 1 & 14 il i 0 B ! 0,5 0.6 9,590 0.3 0.4 0.24 | SEVEKR , Banarate
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W17 L 4 WL 00 Las LD 0TS 4.8 0019 9,185 | SEVERA ! Samarate
Moz b 4 Ld R 6 0 L2 LY 1,095 ¢ 0024 6,25 0,245 + SEVERA v Ganarate
BOoZoob a6 08 100 1,015 ) 0,28 0,75 $.245 | SEVERA . Dararate
27 1 4 18 L 60078 0B 0795 T 0.1% 0.7 0,193 } SEVERA : Sanarate
iz oA 14 001 6 0 0 Loh L4 108 0.2 0,28 (.74 SEVERA ! Banarate
B30 L4 1D e b Lo L2 LY 009 0.77 .28 | SEVERA | 3anarate
M3y D4 Mot 6 0 BB 17 LTS 0.26 0.74 0.25 | SEVERA : Sanarate
s L & 1811 0 0 T LET OL27O1.225 0 0037 027 037 . SEVERA 1 Banarate
Wode L 4 10 b ¢ 0 s Lor L1 632 0.33 0,975 1 SEVERA , Ganarate
Hose 14 48 01 1 00 009 6,97 0,930 8.2 0% 0,155 : SEVERA » Banarate
Moo L 4 18 1L b 602y LA LS ! 019 0,19 0,39 | SEVERA ¢ Sanarate
60 1 4 1d 08 L0 L0l 106 L0257 0.25 0,74 0,745 | SEVERA . Sanarate
Wosl 1 4 10 0 1 0 0 L9 LT L8 IS 6,20 0,245 : SEVERA . Danarate
Moss ot 4 14 0b 10 60093 0,84 0.B3% ! 0.2h 6,08 675 SEVERA | Bamarate



APENDICE F. FRECUENCIAS DE DATOS BRUTOS

CUADRO 10. Frecuencias generaies de citricos,

NARANJA MANDARINA. L. ACIDA  CALAMON  OTROS TOTALES

' ]
HIT 1) 123 40 7 4 229
IAC 7 ) 1 169 11 197
114 3 289 ! 20 b 391
CHIG gt 111 13 7 B! 135
§RASA 3 1. 268 19 9% 2! 370
£5C b1 98 16 40 14} 3 298
BURTE . . 7 13 21 2 3b
SUCHI g 18 8 : 5
RETAL 3! 32 32 4 ' 68
QUETI 10} 128 q B ! 140
5 MARCODS 11 ! BN 20 ! 24
ALTA VER 12 1 149 17 41 13 ! 720
BAJA VER 13 ! 116 8 . § ! 128
PROGRESD 14 ° 4 ' 9
TOIALES 1404 218 485 237 H 2300
CUADRQ 11. Frecuencias de ELISA por citricos. 00 - Megativas a VTC
0l - Positivos a VIC
© NARANJA MANDARINA L. ACIBA CALAMON  OTROS TOTALES
Y00 6L 00 01 60 Bf 00 61 00 QL) 00 0
JuT 1123 A0 82 i 1229 0
At 2028 1 159 2 '187 0
1A 30289 76 20 b R
CHIfg I (1 S | N S 8 P13 8§
S ROSA 5% 248 1 90 .2 CIT 6
ESC &1 9 1é 40 124 17 3 e 17
GURTE 7yoL3 21 ? T30
SUCHI - B ; 48 8 P 5% 0
RETAL 73 32 32 i B
BUETZ  f0 : 128 § B T T
SMARCOS 1L ) 4 20 P40
ALTA VER 17 ;189§ & 4l iz ne 1o
BAE VER L350 76 N & 40 80 48
PROGRESD 14 ! ‘ a0 ib Do s

————d
]
13
¥
T

TOTALES 1362 42 ‘205 15 485 9 204 33 38 & 2292 %
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CUADRB 1%,  Fretuencias de poblaciones de afidos por citricos.
(G - ausencia de 2iidos
0} - oresencia g2 afidos

' RGRANJA HANDARIMA L. ACIDA  CALAMOK OTROS | TOTALES
90 01 ng 0 oG 61 0p 9L @ 01 00 0L

' 149 Vo g

T i CIN b i

e 200 8 ! 163 & ‘ ey 14
Ii& S S S 2 & 381 1
EHIG 0% i3 g u 2 ] Pl 20
5 ROSA .47 I Lo ik 4 2 P34y 28
ESE 6, TP i i 5% I8 3 (Il A4
BUATE [ 5 z ? ] Z

SUCHI g LT B Vi

RETAL

(=

SO

A1

28 ib g S

[
-
o

RUETE o1 2 4 3 R
5 MRRCOS 11§ 4 24 T

BLTA VER L2 ) 128 # U i1 13 196 24
BAJA VER 131 % I a 3 s M
FROBRESE 14 ¥ N {

____________ f____m-~—m..-..._A..r_.-.—‘.luA—-L----—u-...uu.—-_—......__-...._..._.......H+—--__..._..._-
‘
TOTALESR AT S B RS LT S A L T RS T T

CHADRT 13,

OTRES | TOTALES

! (LD W
U7 i 123 30 b iy 0 IR
I&C 2 it E i T2 170
114 3 71 It ? ! b ? § 1 46 343
CHIG i non i 1 7o 114
3 ROER ERE Va1 SR 57 2. BY #5
ESE L it 5 SRR £ 1 3 ¢ 1471
GUATE [ ' N 8
SUCHI g i I 28
FETAL 7 £ z P48 20
alET 5 ; BY 36
o OMERT i P2 ]
£f = S S 2 B
41 &7 48§90
i I

- - - e e e

GinlEs RN T B Too16 B BOT 10l



CURERD 4, Frecuencias generales de patrones, S

o CARRIZD  AGRID MACRO TRIFOL - "‘,T;A_I‘JIQHA:CRIBLLD RANGFUR RUBGSD  REAL  EURERA CALAMOM  DESC  QTRDS! TOTALES

€
)
1
1
i

T 1 ! 39 20 K 29
it Zi 8 ) i 37 137
[iA 3 169 I3 17 2 li 172 3 391
LHIG i 106 29 . 133
5 ROsA 3 96 194 g2 12 ‘ B : 1t : 370
eSe b | 11 b 30 i9 : 3 isl 3 3] 298
GUATE 7 iZ B ' i L0 34
SUCHI g 40 8 ! 36
RETAL g1 byl 15 : 48
aueT: 19 ; 3t iz 8 : 149
S MARCOS 1L 24 24
ALTA VER 12 | b7 105 39 3 5 i 220
BRJR VER 13 8 88 ' 12 ' 128
PROGREST 14 ¢ ' %4 ; 94
_____________ e e e e 21 et et et e - —— R — SO S
TOTALES ; 314 753 M 3z 2 3 23 38 H 7 237 242 50 2388

CUBDRT 13, Fretuenciés de EL15A por patron. i - negativos a VIC
' 01~ pogitivos a VIC

| CARRIZ0  AGR10  MACRD TRIFOL TAIMAM CRIOLLD RANGFUR RUGOSD REAL  EUREKA CALAMON DESC  DTRDS! TOTALES
00 0L 9% b1 60 41 B0 01 00 0L 00 91 60 61 00 41 00 of 00 01 66 0L 00 ot 40 41} 00 @l

1 137 ' ou T S N e 9
Z g 18 - R 37 D187 0
3 19 1 7 Ve 7 172 3 - CTI
i 1Wl§ L 29 RS
3154 194 8z 12 S ] 16 P30
5011 54 30 i3 5 17 3 33 P 17
7 12 3 S 3 Q
g 15 B o DB 0
BETRL 5 E2 16 o . I
BUETI 10 8¢ 3 S U I
S ONARCGZ t1 ! ' ' T
VER LD 147 7518 3 i 5 ALt
VER 137 78 30 4% Z3 & 4 P04
£50 14 ! 80 14 P S Y
______________ o o o e e e e e e B S £ £ £ b e o o £ = o 7t 2ttt o o o o o ettt e ot et e e e g o
:
YR O YM ORI 0 3 0 A 63 9§02 & 38 0B 6 7

G204 33262 0 M 6 2297 W
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CUADRS 14.

i CARRITG
H 1

EF bt bed S
4 = i el
I -

T -4

i
1
1
H

[

1

if :
S RDSA P
EEC |

PO

—
EA I - B e = B = B B = N, B U |

o
e

am m e e e e

CUAGED 17,

RGO I P

b BT

£1 0

ERER el

[ 1

el
o

o
=

Frecuenrizs de pochlaciones de afidos

01

Frecuearias de condiciores oo

s

oot

7
1
3

par patron.

00 - ausencla de afidos
91 ~ areseacia de afidos

ABRID  MADRD TRIFOL TAIWAN CRIGLLO RANGFUR  RUGDSO

o h1 0% aL 00 gl o0 oL G0 Gy 46 OY 00 0F
1334 il iR

a 142 4 L
187 7 i ECSE T

6 20
187§ 78 4 it i 4

15 7 3 18 3

17 8 v

SO VA

120t

i 17 3

it

SO R 3

&4 4 7 1
gar 5l oIl Vol ; i 0 i7 RS V)

aintonds

510 :
Sintagas vifdai

coh

g -

N
oo~

BGRIN THEF iR RHANSH
0 a1 o T
137 i ]
§ 1B 1% 1
13 174 H 00 :
i3 %3
47 thd 16 LE 3
RIS i 5
17 g L
g
Z Ly
w g
, 25

REAL

{H

24

RERL

i

EUREKA CRLAMON  DESC
0f 00 0f 00 Ol

GTROGS

0L 0 B0 0%

§

—n

9 8 ;
7 172 3 ;
I5i ;
12 4 !

0
o
B

DESE
0§ &1

EUREEA LALAMON
I R O}

BTRAS |

3 o 05

B

[= =

-
3

[= =R
b

= ) aEs R
el = |
Led

o

rod
Lok
Ll

141

TOTALES
¢ 0l

o 8

183
380
115

KT

2%

44 z
48 20
12 I8

0
e
4 3¢
v
G4
T E i
[



CUALRD 1

&,

Frecuencias de ELISA, condicien v atidos
per edades de los arboles.

: : £LIGA CONpICION | AFIDIS |
: Fom e b e fm o e +
VEDRD  INES FOS (GRHO ERF I3 |
Poa (06 0L TOTALY 00 01 TOTAL) 00 01 TOTAL;
Fn s o + o e +
: Py 12% 16 18% 0 4% 9 D4R D 14% & 145
H 20108 17 iE2 0 M0Mb 122 02 0 122
: 30 0AL 0 ALy 18 4L &0 38 T AL
1 g0 % 0 297 B U 297 2 3 M
i 5,262 0 282 Gh 204 26T 7 242 0 267
: &0 14 ¢ ita ) bt BT 114 0 100 14 114
i F 1D 45 61 AL 4 b1
: 81 162 0 167 40 127 £57 ) 144 18 162
ERR Y W RS W B g 207 7 4 213

H ] 228 0 228, 40 1B 228 ; 203 {5 778 |
i S R T B X I A E I L B T
: 12 513 29 184 | 34 1% 184 | 167 17 194
i (TN S Vo N 11 O RS NS U I
: 47 3¢ 9 3, L 0¥ MW o2 4 30
f 15 1 432 12 464 5 123 J41 942 | 435 L1 44
k By 4 0 §. 0 L CHEE I i,
\ i8] 92 ¢ 27 30 20 138" M)
: 37 2 0 I, 16 i 200 i 20 3
: 00 E7Y 4 130 0% LW (83 7 16T s 183 0
: - I B - SR SRS SIS S A &
P VN S A R ¥ L6 & 12

: M0 69 0 89 1 b8 &% 82 17 469
; b5 40 16 ML 3 20 a6, I8 2B G
: o0 MWyoo0 i o6 14
H .08 0 g. 0 & & & ¢ 8,
| 3, 8 @ w8 0 1B 15 3 1B
- == -- $rmm e e +
TOTAL 12292 95 2388 | 897 1580 2387 12172 216 2388 |
: : EL 150 } COMDICION AFEDOS ¢
: e e e et L o +
. EDAD INEG POS 13ANG  ENF i NB 51 :
Coos g0 03 TGTALY 00 01 TOTALD 00 @1 TOTAL:
Fom o o o e +
‘! l 33O 1 296 il ¥a7 0 Zel B 257
--------------- o e e e

33 81T . 339 Z70 619 1 393 I8 419

2 SRE ;172 444 3Be 1 531 3L b )

41 7370 1AF 63 732 0 696 36 732

4 255 0 6F 191 259 W0 A% EA9

O %%, 0§ %L % 73 OZ3 §b

70 36 3 Foor 47 f 10

0 2. 4 18 023 W

-------------- E T

96 2388  BO7 1SBI ZIBE 12472 216 2388 |




120

CURGRD 15, Frocuencia de usa de vatrones por citrico,

NARANIG HeWDARINg LIHR ACIDA CRLAMOWDIN  OTROS TOTALES

CARRLID | 261 g Z 3 34
AGRID ' B a: & 1% 953
ARCROFHYLLE 1 335 [ 350
TRIFOLIATE 74 § 4 : 32
TRIWERICA . 15 2 ' 21
L.CRIGLLD : 1 30 : i
L.RARGFUR ! &h : 23
L. RiBOSH : 23 i 14 : 38
LLREAL 2B ; 28
L. EUREXA ] £ z : i
CALAMONEIN ¢ 37 : 237
DESCONOLEEGS 17 44 23 S 262
GTRES : i ¥ 4 =0
_____________ et eeme e ket e e b e e e e e
TOTALES X 1§34 i3 483 37 44+ 2388
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