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RESUMEN 

En nuestro país, el desarrollo del cultivo de cítricos, se ha incrementado 

sustancialmente en los últimos años, siendo considerado como un cultivo de 

. tal importancia para algunos sectores del litoral Ecuatoriano. Un ejemplo 

~ esto es Caluma cuyo distintivo oficial es la naranja, siendo esta, el 

e""lblema oficial de la ciudad y motivo de grandes emprendimientos. Las 

Naves, Quinsaloma son otras ciudades donde destaca la producción de 

"'lCOs, así como también, aunque en menor cantidad, encontramos en la 

- . 1ncia de Manabi - Portoviejo plantaciones de este género. 

- los últimos años el interés se ha centrado en una enfermedad conocida 

e riombre de Huanglongbing, altamente destructiva y causada por una 

e-ia fastidiosa vascular del género Candidatus Liberibacter. Esta es 

-..~,... ;ida por el psílido asiático de los cítricos, Diaphorina citri. 

'!""do la gravedad de la enfermedad y la presencia en países vecinos 

- ~..,a y su vector, este estudio se encargó de evaluar la hipótesis de 

.e la enfermedad del HLB como su vector no están presentes en la 

e.e Ecuador; esto se realizó mediante diagnósticos visuales, muestreos 
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y el uso de técnicas moleculares en sectores citrícolas y urbanos del Litoral 

Ecuatoriano. 

Para este estudio se tomaron en cuenta 26 sitios de muestreo distribuidos en 

zonas tropicales y subtropicales de 6 provincias del Ecuador: Esmeraldas, 

Manabí, Los Ríos, Bolívar, Guayas y Santa Elena. Los sitios fueron escogídos 

en su mayor parte por guías de la zona. En cada plantación se evaluaron al 

menos 30 árboles ubicados principalmente en las 5 primeras filas de la 

plantación, colindantes con carreteras o bordes. En cada sitio se realizó un 

diagnóstico visual y se colectaron muestras de hojas con síntomas 

sospechosos de HLB y en las ocasiones en que no se detectaron síntomas 

sospechosos se tomaron muestras al azar para su posterior diagnóstico 

molecular. También se realizó una prospección del psílido en los sitios 

visitados. 

Los resultados esperados de este trabajo fueron la determinación de la 

presencia o ausencia de la enfermedad y su insecto vector, y en caso de 

haberse detectado la presencia de cualquiera de los dos se esperó obtener 

una descripción de la distribución de estos en la costa. 
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INTRODUCCIÓN 

La producción citrícola representa aproximadamente el 22% de la 

producción mundial de frutas, siendo los países del hemisferio norte los 

principales productores y consumidores (45). Dentro de los mayores 

productores se destacan: Angola, Arabia Saudita. Australia, Brasil, Cuba 

China, EE.UU., España, India, Irán, Japón, México, Nigeria, Perú, Sierra 

Leona, Sudáfrica y Tanzania (16). 

Desde el 2004 los citricultores de América enfrentan una gran amenaza que 

podría reducir drásticamente la producción de cítricos a nivel mundial, debido 

a la diseminación de Huanglongbing (HLB). una enfermedad altamente 

destructiva tanto por la severidad de sus síntomas como por la rapidez con la 

que se dispersa, afectando a todas las especies comerciales de cítricos (10). 

El HLB es causado por una bacteria fastidiosa vascular, limitada al floema de 

las plantas, del género Candidatus Liberibacter y transmitida por el psílido 

asiático de los cítricos, Oiaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae) (11). 
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Los métodos más efectivos para combatir la enfermedad son los preventivos, 

¡a que en la actualidad no se registra reporte de alguna cura definitiva. La 

eliminación del vector, erradicación de árboles enfermos, la adquisición de 

plántulas en viveros certificados y las cuarentenas en zonas de ingreso, son 

los más utilizados (14). 

El presente estudio tuvo la finalidad de demostrar la presencia o no de la 

bacteria causante del HLB, mediante el uso de técnicas moleculares, 

realizadas en hojas que fueron recolectadas en sectores citricolas de la 

Costa del Ecuador así como determinar la presencia o no del vector de la 

enfermedad, Diaphorina citri, en la misma zona. 



, 
CAPITULO 1 

1. GENERALIDADES DE LA ENFERMEDAD 

1.1 Caracteristicas generales 

Huanglongbing (HLB) que en chino significa "Enfermedad del 

dragón amarillo" o ·Enfermedad de los brotes amarillos·. fue 

reportado por primera vez en China, en 1919 y está presente en 

diferentes países de África, Asia, América y Oceanía (4). Es la 

enfermedad más destructiva de los cítricos, por lo que es 

considerada como una grave amenaza para la industria citrícola a 

nivel mundial. También es conocida como Citrus Greening, Dieback, 

Yellow Branch, Vein Phloem Degeneration y Mottle Leaf (4). Es 

causada por una bacteria Gram negativa, perteneciente al género 

Candidatus Liberibacter Se propaga a través de insectos o por 
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yemas infectadas (material de propagación). Presenta dos vectores 

naturales: Trioza erytreae y Diaphorina citri. Es de diseminación 

rápida y hasta el momento no tiene cura. Con el transcurso del 

tiempo, la planta presenta un pobre desarrollo y finalmente muere. 

La bacteria puede ser identificada mediante microscopía electrónica 

y técnicas moleculares como PCR (4). 

1.2 Agente causal 

Actualmente existen 3 agentes causales pertenecientes al género 

Candidatus liberibacter, para la enfermedad conocida como HLB y 

son: 

../ Candidatus L. Asiaticus (30) . 

../ Candidatus L. Africanus (30) . 

../ Candidatus L. Americanus (49). 

Siendo la especie asiaticus la más común a nivel mundial, Ja especie 

africanus más limitada al continente africano y la especie 

americanus restringida en Brasil. Estas son bacterias fastidiosas 

vasculares, imposibles de reproducir en laboratorio. Candidatus L. 

Asiaticus y Candidatus L. Americanus son típicamente transmitidas 

por Diaphorina citri, mientras que Trioza erytreae es el vector típico 

de Candidatus L. Africanus (4). 
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1.4 Desarrollo de la enfermedad 

Una vez que el vector pica la planta y se alimenta por algunos 

minutos se transmite la bacteria. La bacteria se reproduce en el 

floema y termina obstruyendo los tubos cribosos limitando el 

transporte normal de fotosintatos, produciéndose eventualmente el 

desarrollo de los síntomas típicos de la enfermedad en varias partes 

de la planta (14,21 ). 

En hojas, el síntoma típico es el desarrollo de una clorosis con 

distribución irregular (moteado); el engrosamiento y aclaración de 

las nervaduras, que al cabo de un tiempo presentan un aspecto 

corchoso y la abscisión foliar (Figura 1.1). También puede 

observarse asimetría de colores en las nervaduras. Por su aspecto, 

estos síntomas son fácilmente confundidos con deficiencias 

minerales como zinc y magnesio (9). 

FIGURA 1.1. Diferencias en hojas con HLB y deficiencias de Zinc 
(A) y Magnesio (B) (Tomado de Estación Exp. Agroindustrial Obispo 
Colombres). 
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En ramas, cuando la enfermedad se desarrolla, se produce una 

intensa caída de hojas de las ramas afectadas. los síntomas como el 

amarillamiento comienzan a aparecer en otras ramas, llegando 

inclusive a tomarse toda la copa, donde las puntas pueden secarse 

o morir (Figura1 .2) (4). 

FIGURA 1.2. Ramas afectadas por HLB mostrando amarillamiento 

(A) y defoliación (B) (Tomado de Estación Exp. Agroindustrial Obispo 

Colombres). 

En frutos algunos síntomas típicos son: la deformación; presencia de 

manchas circulares verde - amarillentas, que contrastan con el 

verde intenso del fruto, disminución del tamaño y la caída de los 

mismos (Figura 1.3). La deformación se produce en las ramas 

afectadas por la enfermedad. En su interior puede observarse 

diferencia de maduración y semillas abortadas; desviación del eje y 
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amarillamiento de las venas. Suele presentarse ensanchamiento de 

la parte blanca de la cáscara o albedo (4). También se evidencia 

baja cantidad de jugo, poca concentración azúcares, por lo que son 

muy ácidos y no aptas para el consumo por su sabor amargo 

desagradable (29). 

FIGURA 1.3. Frutos afectados por HLB mostrando un color 
anaranjado o marrón anaranjado en el punto de inserción del 
pedúnculo (A). Corte longitudinal mostrando además de la 
asimetría, un color anaranjado atípico en la columela (B). Semillas 
oscurecidas y deformes (semilla abortada) y la parte blanca bajo 
la cáscara (albedo) algo engrosada (C). (Tomado de Estación 
Exp. Agroindustrial Obispo Colombres). 

1.5 Interacción planta - patógeno 

Una planta joven afectada por la enfermedad no llega a su etapa 

productiva y una adulta demora entre 2 a 4 años en dejar de producir. 

El daño producido es permanente y conduce a la muerte de la planta 

(47). 
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En comparación con otras enfermedades conocidas, en esta la poda 

parcial resulta no ser efectiva. La mejor solución para una planta que 

manifieste síntomas evidentes es su erradicación definitiva lo más 

rápido posible, ya que es una fuente de inóculo (47). 

En cuanto a la estacionalidad del patógeno, estudios realizados en 

México han demostrado que a mayor porcentaje de humedad 

relativa se detectan menor cantidad de psilidos positivos a 

Candidatus Liberibacter. La reproducción bacteriana en Diaphorina 

citri se ve favorecida durante los períodos de menor humedad 

relativa registrados durante estos meses (17). De la misma manera, 

se analizaron datos de temperaturas medias mensuales en el estado 

de Colima y se encontró una correlación negativa. por lo que a 

temperaturas bajas mayor reproducción del patógeno en el psílido 

(17). También se presupone que los períodos de adquisición de la 

bacteria por Diaphorina citri son más eficaces durante los meses de 

brotación ya que la distribución de los síntomas se presentan de 

manera homogénea en las ramas del árbol afectado (18). 

Esta enfermedad afecta severamente a la naranja dulce (Citrus 

sinensis) y mandarina (Citrus reticulata). Las afectaciones son 
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menores en naranja trifoliada con sus híbridos, lima mexicana (Citrus 

aurantifolia) y pomelo (Citrus paradis1) (29). 

1.6 Daños e importancia económica 

Los daños más frecuentes son: Disminución del peso de los frutos, 

alteración del nivel de azúcar (parámetro para la industria), aumento 

del nivel de acidez, decaimiento del porcentaje de jugo, alteración 

del color. forma y tamaño de los frutos. hasta puede llegar a 

ocasionar la muerte de los árboles (48). 

Las tres especies de 'Candidatus Liberibacter' (asiaticus, africanus y 

americanus) son importantes por ser razas patogénicas. así como 

provocar la muerte de los árboles en un lapso de 1-2 años (56). Esta 

bacteria cuando se establece, puede infectar a todas las especies de 

cítricos, causando grandes pérdidas al acortar el periodo de vida de 

los árboles afectados (13}. 

Huanglongbing es considerada una de las enfermedades más 

destructivas para la industria citrícola a escala mundial. El Instituto 

Nacional de Sanidad Vegetal de Cuba (29). hace referencia de los 

daños producidos por esta enfermedad en diversas partes del 

mundo: 
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,. En China, fueron erradicadas 960 mil plantas de cítricos por 

causa del HLB, durante el período comprendido entre 1977 y 

1981, en la localidad de Guangdong, lo que originó una 

disminución de la producción de 450.000 a 5.000 toneladas, 

afectando gravemente a esta región (29). 

,. En Sudáfrica también ocasiona pérdidas notables, alcanzando 

anualmente reducciones de producción del 30 al 90%, siendo 

la enfermedad más importante que afecta a los cítricos en ese 

país (29). 

,. En Filipinas, los registros muestran que en 1971 esta 

enfermedad causó la muerte de un millón de árboles en una 

sola provincia de ese país. la producción de cítricos disminuyó 

de 11. 700 toneladas a 100 toneladas de 1960 a 1970 por el 

ataque de este patógeno (29). 

;... En Tailandia y en Isla Reunión se han reportado plantaciones 

abandonadas por los efectos que causa el HLB (29). 
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, En Arabia Saudita todas las plantaciones de mandarinas y 

naranja dulce desaparecieron durante la década de 1975 a 

1985 (29). 

, En Taiwán se reporta que gran parte de la citricultura ha sido 

destruida por esta enfermedad (29). 

:.- En la India la industria citrícola está siendo destruida 

lentamente por esta enfermedad (29). 

En Estados Unidos el HLB está presente en los 32 condados 

productores de cítricos comerciales en Florida. Los economistas de 

la Universidad de Florida estiman que el HLB causó daños 

económicos por U$S 4.500 millones, y que ha eliminado 8.200 

puestos de trabajo desde que fue descubierto en el 2005 (32). 

1.7 Distribución mundial 

Asía. Sureste Asia y Oceanía. 

Tanto el agente de HLB (Candidatus L. asiaticus) como el vector de 

este (Diaphorina citn) son tolerantes al calor por lo que ha sido 

encontrado desarrollándose exitosamente en diferentes regiones de 

Asia, sureste de Asia y Oceanía. Identificación realizada mediante 

técnicas de PCR dando positivo en: el subcontinente Indio (India, 
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Pakistán, Nepal, Bután, Bangladesh, Sri Lanka), Indochina en el 

sureste Asiático (Myanmar, Tailandia, Malasia, Camboya, Laos, 

Vietnam), Sureste de China, Taiwán, sur de Japón (Ryukyu islands, 

Okinawa), Filipinas, Indonesia (Java, Sumatra, este de Kalimantan, 

sur de Sulawasi, Bali), este de Timor, Papúa Nueva Guinea (39,4). 

África e Isla de Madagascar. 

Otro agente responsable de causar HLB es la bacteria Candidatus L. 

africanus y su único vector es el Tríoza erytreae también 

perteneciente a la familia Psyllidae. Ambos son sensibles al calor y 

por ello solo de desarrollan en regiones con climas templados. En 

regiones del este y sur de África donde Candidatus L. africanus ha 

sido detectado por PCR tenemos: Sur África (Zimbabue, Malaui, 

Burundi, Kenya, Somalía, Etiopía). Al Oeste de África, solo Camerún 

reportó la enfermedad (4). 

Sur América. 

Brasil fue el primer país en las Américas en reportar HLB en el 2004. 

El vector asignado es Diaphorína citrí, presente en este país por casi 

70 años. Mediante técnicas moleculares, fueron detectadas 2 

bacterias, la ya conocida como Candidatus L. asiaticus y una nueva 

a la cual se denominó Candidatus L. americanus. En estudios 
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realizados se determinó la gran virulencia de la nueva especie, al 

estar presente en el 92% de los árboles que presentaron HLB, 

mientras que la especie Candidatus L. asiaticus afectó tan solo al 

6% de los árboles, y la combinacion de ambas en el 2% (4). 

Norte América. 

El estado de la Florida (USA), es considerado como el segundo en la 

región de las Américas donde se reportó HLB, en el 2005. 

Diaphorina citri fue reportado 7 años antes en esta localidad. La 

especie encontrada de Candidatus Liberibacter es la asiaticus (4). 

Otro país de esta región que ha sufrido el ataque de esta 

enfermedad es México, en donde fue detectada la especie asiaticus 

(47). 

1.8 Control 

No existen disponibles métodos curativos para HLB, el control es 

preventivo y esta basado en gran medida en la eliminación del 

inóculo mediante la erradicación de árboles enfermos y la 

eliminación de los vectores mediante control químico. Estrictas 

medidas de cuarentena son requeridas para impedir una mayor 

propagación internacional de agentes de HLB y sus vectores (4). El 

uso de plántulas provenientes de viveros certificados constituye una 
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herramienta clave en el control de esta enfermedad. La eliminación 

de hospederos alternativos de la bacteria, como por ejemplo plantas 

de Murraya paniculata es otro factor a considerar (4). 



CAPÍTULO 2 

2. VECTOR DE LA ENFERMEDAD 

2.1 Nombre y Taxonomía 

Nombre científico: Diaphorina citri Kuwayama (11). 

Nombres vernáculos: Psílido asiático de los cítricos, chicharritas. 

Determinación taxonómica: 

Clase: lnsecta 

Orden: Hemiptera 

Suborden: Stemorrhyncha 

Superfamilia: Psylloidea 

Familia: Psyllidae 



FIGURA 2.1. Adultos de Diaphorina citri en hojas de Murraya 
paniculata (cortesía de Eduardo J. Chica). 

2.2 Biología y características morfológicas 

Biología 

17 

Los psilidos son insectos pequeños que poseen un ciclo de vida 

incompleto, que inicia en huevo, pasa por 5 estados ninfales y 

termina en la etapa de adulto (22). 

Diaphorina citri es tolerante al calor y le favorece el clima seco, 

desarrollándose a plenitud en temperaturas de 25-28 ºC. Poseen 

una elevada tasa de fecundidad, siendo las hembras capaces de 

depositar hasta 800 huevos durante su ciclo de vida (20). A una 

temperatura de 25 grados centígrados los huevos eclosionan en un 

periodo de 4 días (51). 



18 

Su ciclo biológico puede variar entre 15 - 47 días y puede alcanzar 

hasta 1 O progenies por año. El periodo de oviposición dura alrededor 

de 12 días y los huevos eclosionan de manera tardía en invierno (20). 

Cuando son perturbados o sacudídas las hojas, tienden a saltar o 

volar pequeñas distancias (37). En ocasiones, estos desplazamientos 

pueden llegar a una altura de 5 a 7 metros del suelo, por lo que 

fácilmente son arrastrados por las corrientes de aire y trasladados a 

distancias de 0.5 a 4 km o aún mayores, como en el caso de 

huracanes o tornados (20,23). 

Características morfológicas 

Los huevos presentan una forma oval, algo alargada y un extremo 

pronunciado en punta. Un tamaño promedio de 0.31 mm de largo x 

0.14 mm de ancho (51 ). Presentan una tonalidad brillante amarillo­

naranja (22). 

Esta especie presenta 5 instares ninfales de color naranja, su 

tamaño va de 0.25 a 1.7 mm (22). Se alimentan exclusivamente de 

brotes tiernos, cuando las hojas tienden a endurecerse la población 

baja drásticamente (22). Durante la alimentación producen túbulos 

cerosos que sirven para la expulsión de una especie de mielecilla, la 
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cual facilita la aparición y desarrollo de fumagina, que constituye uno 

de los indicadores de la presencia del insecto (Figura 2.2) (22). 

FIGURA 2.2. Ninfa de Diaphorina citri, excretando túbulos cerosos 
(cortesía de Eduardo J. Chica). 

Los adultos de esta especie son de tono marrón con una longitud 

aproximada de 3-4 mm (22). El cuerpo del adulto presenta un color 

pardo, recubierto de una especie de polvillo; su cabeza un color más 

claro; los ojos presentan un tono rojizo; en su extremo el primer par 

de alas se manifiestan con un borde más ancho. Las antenas 

presentan la terminación con un color negro, dándose a notar dos 

manchas color marrón claro en la parte central (22). 
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Las hembras son levemente más grandes que los machos y con la 

punta del abdomen bien marcada. En promedio el tamaño de los 

machos es de 2,7 mm de largo y 0,8 mm de ancho, mientras que el 

de las hembras es de 3,3 mm de largo y 1 mm de ancho (22). 

2.3 Distribución geográfica mundial 

El psílido asiático de los cítricos está presente en regiones tropicales 

y subtropicales de Asia, el Medio Oriente y las Américas (22). En las 

Américas, Diaphorina citri está presente en el sur de los Estados 

Unidos (52), la cuenca del Caribe y Centro América (6,24,54). la 

mayoría de los países del este de los Andes (2,8, 11) y Colombia (28). 

Diaphorina citri ha sido reportado en algunos países cercanos a 

Ecuador, tales como: Brasil (11), Venezuela (8), Honduras (6), Costa 

Rica (54), Republica Dominicana, Cuba (24), Puerto Rico (44). entre 

otros. 

2.4 Plantas hospederas 

El psílido asiático de los cítricos cuenta con una gama restringida de 

plantas hospederas, se limita a las Rutáceas, tanto las especies 

silvestres como los cítricos comerciales, especialmente limones 

(Citrus limon) , naranjos (Citrus sinenis), naranja agria (Citrus 



21 

aurantium), toronja (Citrus paradis1), limas (Citrus aurantifolia), mirto 

o jazmin naranja (Murraya panicu/ala). entre otras. Esta última se 

utiliza a menudo como ornamental y es su hábitat preferido (25, 12). 

2.5 Daños e importancia económica 

El mayor daño causado por Diaphorina citri es la transmisión de la 

bacteria denominada Candidatus Liberibacter spp. causante de HLB. 

Esta enfermedad tiene alta incidencia en Africa y Asia, siendo 

considerada como un factor limitante para la producción de cítricos 

en estos continentes (31 ). 

Otro daño causado es la extracción de grandes cantidades de savia 

de las plantas en las que se alimentan, produciendo una especie de 

mielecilla que origina problemas fitosanitarios como la fumagina. 

Adicionalmente al alimentarse inyecta una toxina que se encuentra 

presente en la saliva y que paraliza el crecimiento terminal de la hoja, 

produciendo malformaciones foliares (22). 

2.6 Interacción bacteria - vector 

Existe muy poca información relacionada con la adquisición, 

desarrollo y transmisión de la bacteria causante del HLB por parte de 

Diaphorina citri, encontrándose mucha información que varia 
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significativamente en relación a la transmisión y período de latencia, 

debido quizás a las diferencias entre especies y razas de vectores y 

bacterias involucradas (7,41,5). 

Las ninfas que se desarrollan en árboles infectados son capaces de 

adquirir la bacteria durante los estadios 4 - 5 y los adultos 

provenientes de estas ninfas son portadores y transmisores del 

patógeno causante de la enfermedad. Los primeros estadios 1 - 2 - 3 

no transmiten la bacteria, solo lo hacen los últimos instares 4 - 5 (54). 

Es probable que muchos adultos que se encuentran en árboles 

infectados hallan adquirido el patógeno en sus últimos estados 

ninfales que como adulto, lo que incrementa la rapidez de la 

distribución de la enfermedad en los cultivos (55). 

Adultos de Diaphorina citri libres del patógeno y que se alimentan de 

árboles enfermos, pueden adquirir el patógeno en un tiempo que va 

de 30 minutos a 5 horas (7,55). Según reportes de investigaciones 

realizadas en laboratorio, cuando Diaphorina citri fue expuesta con 

plantas infectadas con HLB, menos del 5% reportaron positivo para 

Candidatus L. asiaticus a la prueba de PCR a los 7 días y de 20 al 

30% reportaron positivo a los 30 días (5). 
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Después de ser adquirido el patógeno, este se multiplica dentro del 

vector y este permanece infeccioso durante toda su vida (55,27). 

Puede presentarse un periodo de latencia de hasta 21 días para que 

el adulto sea capaz de transmitir el patógeno (41). Otras 

investigaciones hablan de entre 8 - 12 días (7). 

Varias investigaciones demostraron que el patógeno no se disemina 

de manera transovárica, ninfas provenientes de adultos infectados 

fueron puestas en plantas saludables y estos no presentaron 

síntomas de la enfermedad al cabo de un año (55). 

2.7 Control 

};> Químico 

El control químico es el principal criterio utilizado para el control de 

Díaphorina citri. En México, algunos estudios muestran que 

insecticidas como abamectina e imidacloprid aplicados al follaje 

reducen drásticamente la población de ninfas hasta los veinte días 

posteriores a la aplicación, con una eficacia del 90%. El spiromesifén 

también es recomendado para el control de ninfas, ya que a los 7 y 

14 días de su aplicación muestra una eficacia de 83% y 88% 

respectivamente (46). 
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En Florida, la erradicación de esta plaga se hace imposible, el control 

químico es usado para disminuir los daños causados por el insecto 

en los tejidos de los árboles jóvenes. Generalmente solo son tratados 

los viveros y plantaciones jóvenes, ya que los árboles maduros 

soportan los daños físicos causados por el insecto (22). Para la 

protección de los arboles jóvenes se utiliza comúnmente imidacloprid 

como un insecticida sistémico (22). La dosis requerida para la 

aplicación depende del tamaño del árbol y del tipo de suelo, ya que 

árboles pequeños absorben de manera rápida este producto (22) 

Debido a que la acción del imidacloprid es lenta, es común utilizarlo 

en combinación con algún producto de amplio espectro, como por 

ejemplo algún piretroide, para obtener un control inmediato (22). 

;;.. Biológico 

En México, investigaciones recientes han identificado 17 géneros y 

15 especies de coccinélidos relacionados a Diaphorina citri (33). Los 

depredadores más abundantes son diferentes especies de arañas, 

Chrysoperfa rufilabris, Zelus renardii (40). En huertas de limón persa, 

los enemigos naturales están presentes durante todo el año, sin 

demostrar ser eficaces en el control. Sin embargo, se demostró que 

Tamarixia radiata redujo significativamente el número de ninfas del 
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psílido (46). Así tambíén, se han encontrado depredadores y hongos 

entomopatógenos asociados a Díaphorina citri (42). 

En Florida, las poblaciones de psílidos sirven de alimento a una gran 

cantidad de artrópodos depredadores como arañas, crisopas, 

moscas y sírfidos. También son atacados por un gran número de 

parásitos (38). Los coccinélidos ejercen el mayor control sobre las 

poblaciones de Díaphorína citri, especies como Harmonía axyrídis 

son bien conocidas como depredadores extraordinarios. tanto en la 

etapa inmadura como en la de adulto. Dos especies de pequeñas 

avispas que parasitan las ninfas de Díaphorina citri han sido 

importadas, investigadas y liberadas en Florida, estas son: T. radiata 

y Diaphorencyrtus a/igarhensis, importadas desde Vietnam y Taiwán 

respectivamente. Ambos parásitos fueron liberados en Florida pero 

solo estableciéndose T. radiata (36). La avispa deposita sus huevos 

en el interior de la ninfa de Diaphorina citri y la larva se alimenta de 

la ninfa matándola en poco tiempo. El parasito emerge en estado 

adulto por un orificio que realiza en el cuerpo de la ninfa (22). 
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CAPITULO 3 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Ubicación del Ensayo 

La primera parte de este ensayo contó con diferentes ubicaciones, 

comúnmente fincas del litoral ecuatoriano donde se recolectaron 

muestras, en la siguiente tabla se detallan los sitios tomados en 

cuenta para este experimento: 
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TABLA 1. 
SITIOS DE MUESTREO, DISTRIBUIDOS EN 5 PROVINCIAS DEL 

LITORAL ECUATORIANO. 

Numero de Coordenadas Provincia Tipo de muestra 
muestra geográficas Localidad 

s 01 ° 14.64' Bolívar 

01 w 079º 17.62' Las Naves Naranja 

s 01 o 16.49' Bolívar 

02 w 079º 19.57' Las Naves Naranja 

s 01° 15.30' Bolívar 

03 w 079º 18.87' Las Naves Naranja 
-

s 01 º 12.24' Los Ríos 

04 W079º 17.56' Quinsaloma Naranja 
- 1 

s 01 º 13.35' 
1 

Los Ríos 

05 w 079º 20.16' Quinsaloma Naranja 

s 02º 13.95' Guayas 

06 w 079º 11 .02' Bucay Naranja 

s 02º 07.72' Guayas 

07 w 079º 14.37' Bu ca y Naranja 
-

1 
1 

i 

1 



29 

- 1 

s 02° 06.03' 
1 

Guayas 

08 w 079º 12.95' 
1 

Bucay Naranja 

s 02º 06.78' Guayas 

09 w 079° 13.17' Bucay Naranja 
-

s 01 º 37.57' Bolívar 

10 w 079° 15.40' Cal urna Naranja 

s 01 ° 35.51' Bolívar 

11 w 079º 17.46' Ca luma Naranja 

s 01°38.18' Bolívar 

12 w 079º 19.09' Caluma Naranja 

s 01 º 26.88' Bolívar 

13 w 079º 19.15' Echandia Naranja 

s 01 ° 26.65' Bolívar 

14 w 079º 13.63' Echandia Naranja 

1 s 01° 54.80' Santa Elena 
1 

1 

15 w 080º 39.98' Barcelona Limón 
, 

s 02º 07.10' 

1 

Guayas 

16 w 079° 28.64' Milagro Naranja 
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1 l 1 
s 02º 10.00' Guayas 1 

17 w 079º 53.00' 
' 

Guayaquil Naranja 
1 

s 01 º 10.03' 
1 

Manabí 

18 w 080º 23.03' Portoviejo Naranja 

1 
- ~~-

s 01 ° 10.05' Manabí 

19 w 080° 23.05' Portoviejo Naranja 

s 01 ° 09.18' Manabí 

20 w 080º 17.03' Ayacucho Naranja 

s 00° 57.42' Esmeraldas 

21 w 079º 39. 77' Esmeraldas Limón 
- '-· 

s 00º 52.08' Esmeraldas 

22 w 079º 37.87' Vía San Mateo Limón 
-

s 00° 50.10' Esmeraldas 

23 w 079º 37.46' Tatica Toronja 

s 00° 50.08' Esmeraldas 

24 w 079º 37.47' Tatica Naranja 

s 00º 53.81' Esmeraldas 

25 w 079º 48.29' Tonsupa Limón 
.~ -
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1 s 00º 43.43' Esmeraldas 

L 2s __ _.__w_ 07_9_º _s_s_.2_2_· _,_ __ A_g_u_a_ca_t_e _ _._ ___ u_m_ó_n_ 

La segunda parte de este ensayo se llevó a cabo en las instalaciones 

del Centro de Investigaciones Biotecnológicas del Ecuador (CIBE), 

ubicado en el km 30.5 Vía Perimetral, Guayaquil, Ecuador. 

3.2 Materiales 

Para la recolección de muestras se utilizó: 

• Sistema de posicionamiento global (GPS). 

• Fundas para guardar muestras. 

• Marcadores y libreta de apuntes. 

• Hielera para conservar las muestras. 

Para la extracción de ADN se utilizó: 

• Centrifuga 

• Incubadora 

• Pipetas y micro pipetas 

• Mortero 

• Tubos de eependorf 
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• Cámara de olores (Sobona). 

• Reactivos 

• Congeladores (-20 y -80) 

Para la PCR se utilizó: 

• T ermociclador (tiempo final) 

• Cámara de flujo laminar 

• Micro pipetas 

• Reactivos 

• Primers 

• Transiluminador Bio Rad (USA). 

3.3 Metodología 

Para la extracción de ADN se siguió el protocolo patentado por el 

CIBE denominado: "Protocolo para la extracción de ADN para 

plantas y hongos filamentosos", el mismo que fue desarrollado por el 

Dr. Efrén Santos a partir de protocolos que se citan al final del 

párrafo. Brevemente, se tomaron aproximadamente 300 mg de tejido 

fresco (nervadura central). el mismo que fue pulverizado en un 

mortero usando nitrógeno líquido hasta obtener un polvo muy fino y 

este fue transferido a un tubo de eppendorf de 2 ml. Se adicionó 1 

ml del buffer de extracción (concentración final):100mM Tris pH 8.0, 

50mM EDTA, 500 mM NaCI, 10 mM 13-ME (0.7 µI de 99.9% de 
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pureza) y 2% PVP10.000. Se adicionaron 80 µI (53 µI) 20% (30%) 

SOS (1 .32% final), se agitaron los tubos mediante vortex y pasaron a 

incubación por 1 O min a 55°C. Se adicionaron 330 µI 5 M K-Ac ( 1.17 

M final) , se agitó con vortex brevemente y se centrifugó por 1 O min a 

12.000 rpm a 4ºC. Se removió el sobrenadante evitando los debris. 

Se adicionaron 750 µL de 6M NaCI y se agitó mediante vortex por 30 

segundos. Se centrifugó a 12,000 rpm por 10 mina 4°C y se transfirió 

el sobre nadante a un nuevo tubo eppendorf (resistente a cloroformo). 

Se adicionó un volumen igual de cloroformo:isoamilalcohol (24:1) y 

se invirtió muchas veces el tubo. Se centrifugó a 12,000 rpm por 5 

min y se transfirió la fase acuosa superior a un nuevo tubo. Se 

adicionó un volumen igual de isopropanol al sobrenadante, se mezcló 

bien e incubó las muestras a -20ºC por 14 horas. Se Centrifugó a 

12.000 rpm a 4°C por 20 min. El pelle! resultante fue lavado con 

etanol al 70%, se centrifugó por 5 min a 4°C y se secó brevemente. 

El pelle! fue disuelto en 30 µL de agua ultra pura (1 5, J ). 

Para la PCR se utilizaron dos pares de cebadores: rplA2 - rplJS (24) 

para Candidatus L. africanus y asiaticus y GB1 - GB3 (48) para la 

especie Candidatus L. americanus, a este procedimiento se lo 

conoce como PCR Dúplex. La reacción se llevó a cabo en un 

volumen total de reacción de 40 µI conteniendo: Buffer de PCR 1X 
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(20µM de Tris-HCI pH 8.4, 50µM KCI), 1,5 mM de MgCl2, 0,5 µM de 

los primers rplA2, rplJ5, GB1, GB3, 200 µM de dNTPs, 1 U de Taq 

ADN polimerasa y 500 ng/ µI de ADN. Se llevó a cabo el siguiente 

programa de PCR en un termociclador Eppendorf (Germany): una 

desnaturalización inicial a 94 ºC por 3 minutos, 38 ciclos de 

desnaturalización, 94 ºC durante 45 segundos, acoplamiento, 58 ºC 

durante 45 segundos y polimerización, 72 ºC durante 60 segundos y 

una extensión final de 72 ºC por 5 minutos. Se aplicaron 12 µL de los 

productos de amplificación en gel de agarosa al 1.5%, teñido con 

Sybr safe (1X) y se observaron en un transiluminador Bio Rad (USA) 

con luz ultravioleta. Se utilizó un patrón de peso molecular 1 OOpb 

Promega (34). 

3.4 Diseño del muestreo 

Para este estudio se tomaron en cuenta 26 sitios de muestreo 

distribuidos en zonas tropicales y subtropicales de 6 provincias del 

Ecuador: Esmeraldas, Manabí, Los Rios, Bolívar, Guayas y Santa 

Elena. Los sitios fueron escogidos en su mayor parte por guias de la 

zona. En cada plantación se evaluaron al menos 30 árboles ubicados 

principalmente en las 5 primeras filas de la plantación, colindantes 

con carreteras o bordes. En cada sitio se realizó un diagnóstico 

visual y se colectaron muestras de hojas con síntomas sospechosos 
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ocasiones en que no se detectaron síntomas sospechosos se 

tomaron muestras al azar para su posterior diagnóstico molecular. A 

la vez que se realizó el muestreo en árboles, también se revisó la 

presencia de D. citri en los sitios visitados. 



CAPÍTULO 4 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

·:· Resultados 

, En la recolección de muestras se pudieron apreciar síntomas 

aparentes en hojas, específicamente clorosis asimétrica. No se 

encontró síntomas en frutos (Figura 4.1 ). 



-- -
FIGURA 4.1. (A, B) Hojas de cítricos mostrando una inusual 
clorosis asimétrica (cortesía de Eduardo J. Chica). 
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:,.. En cuanto a la presencia del psílido, este fue encontrado por 

primer vez el 20 de Enero de 2013 en el cantón Guayaquil, se 

encontraba en un arbusto de Murraya paniculata en una acera 

pavimentada del norte de la ciudad (2º10'28.16"S, 

79º53'54.31'W). En posteriores prospecciones se determinó 

que el mismo se encontraba ampliamente distribuido por toda la 

ciudad, después fue encontrado en el cantón Samborondón y 

en el cantón Durán. En la Figura 4.2 se presenta un mapa con 

los sitios donde se ha reportado la presencia de Diaphorina cítri 

en Guayaquil. 
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FIGURA 4.2. Distribución de Diaphorina citri en la ciudad de 
Guayaquil entre Enero y Mayo de 2013. 

,. El estudio de PCR arrojó negativo para la presencia de la 

bacteria, en las muestras sujetas a investigación. En la Figura 

4.3 se muestra la fotografía del gel donde claramente se puede 

apreciar la banda solo en el control positivo o muestra inoculada 

con la bacteria. Por tanto, no se detectaron árboles infectados 

por HLB en los sitios muestreados (Figura 4.4). 
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FIGURA 4.3. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los 
productos de la PCR dúplex. Carriles de los extremos: Marcador de 
peso molecular 100 pb (Promega), carriles 1-26: ADN de hojas con 
síntomas de moteado asimétrico difuso, carril C+: ADN de Candidatus 
L. asiaticus, carril C-: ADN aislado de planta sana, carril blanco: agua. 
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FIGURA 4.4. Ubicación de los sitios de muestreo y diagnóstico final de la 
presencia/ausencia de HLB en muestras de cítricos. 
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·:· Discusión 

Los resultados de este estudio indican que en los sitios visitados no 

hay evidencia de la presencia de la bacteria causante del HLB, pero sí 

de su vector. Precisamente, debido a la presencia del vector es 

necesario reforzar los monitoreos de la dinámica de las poblaciones 

del insecto y la presencia o ausencia de HLB en otras zonas no 

visitadas durante este estudio, ya que por lo general primero se 

reporta el vector y después de algunos años se detecta la presencia 

de la bacteria. Asi como es el caso de algunos países como Brasil 

donde Diaphorina citri fue reportado durante los años 40's (11), pero 

HLB no se observó hasta el 2004 (10). Desde los años 90's el psílido 

ha invadido a varios países del Caribe, Las Antillas y América, 

incluyendo los Estados Unidos de Norteamérica donde se encontró 

durante el 2005 y tiempo después se detectó la enfermedad (23). 

Un detalle a tener en cuenta es la cercanía que existe entre los sitios 

donde se ha reportado Diaphorina citri y las zonas rurales donde se 

concentran los cultivos citrícolas, además el alto flujo de transporte 

terrestre circulando todos los dias ida y vuelta haría muy fácil la 

diseminación de la plaga, más aún cuando no existen controles en los 

caminos. 
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En cuanto al cultivo en sí, se debe trabajar con materiales enanizados 

que permitan un adecuado monitoreo de los síntomas de la 

enfermedad, así como también un adecuado control del vector al 

facilitar la aplicación de insecticidas. 

Es muy común observar que la adquisición de plántulas se la hace en 

viveros que no cuentan con infraestructuras apropiadas que 

garanticen la producción de árboles sanos, libres de HLB (y otras 

enfermedades transmitidas por material de propagación). Debería 

efectuarse una campaña para promover la construcción de lugares 

propicios para el desarrollo de material limpio, que cuenten con una 

certificación estatal y un monitoreo constante de los técnicos 

responsables del área. 

Por último refiriéndonos al control del vector, esta es una tarea difícil 

ya que una de las principales medidas de prevención del HLB, es la 

eliminación o fumigación constante del arbusto conocido como Mirto 

(Murraya paniculata) que es el principal hospedero de Diaphorina citri. 

Los arbustos de mirto se encuentran ampliamente distribuidos en 

parques y parterres de las ciudades, así como también se encuentra 

como material de adorno de muchas viviendas del país donde es difícil 

aplicar programas de control de plagas agrícolas. 



CAPÍTULO 5 

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

•:• Conclusiones 

1. Los muestreos realizados pudieran ser insuficientes o no 

representativos para la superficie total del país, además el 

trabajar en una sola región (costa), es una limitante para la 

investigación. 
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2. La intervención por parte de organismos estatales relacionados 

con el tema debe ser prioritaria, ya que una intervención 

oportuna y efectiva es de vital importancia para evitar el ingreso 

y propagación de la enfermedad. 

3. Al momento los prOductores y campesinos no cuentan con la 

información técnica necesaria para la detección y manejo de la 

enfermedad. 

4. No existe un manejo preventivo por parte de los viveristas. 

5. El manejo por parte de los prOductores es inadecuado, ya que 

no realizan las actividades culturales necesarias para un buen 

desarrollo del cultivo. 
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·:· Recomendaciones 

1. Los muestreos tanto para detección de la bacteria como para 

determinar la presencia del vector deberían continuar y 

extenderse a las demás regiones del país. 

2. El apoyo estatal es de suma importancia para la capacitación de 

los productores, que conduzca a una oportuna intervención en 

los campos. 

3. La implementación de controles para la certificación de viveros, 

también es un aspecto que hay que considerar en un plan 

estratégico de prevención. 

4. Se recomienda realizar investigaciones que ayuden a encontrar 

métodos de control y erradicación de esta enfermedad. 
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5. la unión de los centros de investigación, las comunas y los 

productores también debe considerarse como una medida de 

acción efectiva. 

6. la creación de puntos de control o medidas cuarentenarias 

internas (intranacionales) puede ayudar a la detección temprana 

o contenimiento del vector o la enfermedad para limitar su 

diseminación a zonas libres del vector o enfermedad. 
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ANEXO 1 
(Tomado del Manual Técnico para la detección de 

HLB en los cítricos (Senasica, 2008)) 
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ANEXO 11 
Diagnóstico diferencial 

(Tomado de Estación Exp. Agroindustrial Obispo Colambres) 



ANEXO 111 
Adulto de Diaphorina citri 

(Cortesía de Eduardo J . Chica) 



ANEXO IV 
Adulto de Diaphorina citri 

(Cortesía de Eduardo J. Chica) 
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