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PD 5 Protocolos de diagnéstico para las plagas reglamentadas

1.  Informacion sobre la plaga

Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa, agente causante de la plaga de la “mancha negra de los citricos”,
es un hongo que produce manchas en las hojas y los frutos, que afecta a Citrus, Poncirus y Fortunella
y sus hibridos. Salvo Citrus aurantium y sus hibridos y Citrus latifolia, todas las especies de Citrus
cultivadas comercialmente son susceptibles (Aguilar-Vildoso et al., 2002; Kotzé, 2000). Citrus limon
es particularmente susceptible, por lo que suele ser la primera especie de Citrus que muestra sintomas
de la plaga cuando se ha introducido el patégeno en una nueva zona (Kotzé, 2000).

La mancha negra de los citricos se registré por primera vez en Australia en 1895 en Citrus sinensis
(Benson, 1895). Ahora esta presente en algunas zonas productoras de citricos de Africa, Asia, Australla
y América del Norte y del Sur (CABI, 2011; NAPPO, 2010; Schubert et al., 2012).
la presencia del organismo en Europa, América Central o la region del C
CABI/EPPO, 1998; EPPO/CABI, 1997; NAPPO, 2010).

P. citricarpa tiene repercusiones econémicas debido sobre todo a las manchg
que hace que la fruta no sea idénea para el mercado de productos frescos
graves pueden dar lugar a la caida prematura de los frutos (Kotzé, 2004
el estado dptimo
de maduracién se producen algunas pérdidas debidas a su caida (CAB : as, en los frutos
con una infeccion latente (asintomatica) en el momento de fo aparecer sintomas
durante el transporte o el almacenamiento (Kotzé, 1996).

nibilidad de indculo, la presencia
ir, calor y humedad), el ciclo de
su susceptibilidad a la infeccién
unia sola estacion, la principal fuente
cen exclusivamente en la hojarasca.

En la epidemiologia de la mancha negra de los citricogg
de condiciones ambientales favorables para la j
crecimiento del arbol y la edad de los frutos y la
(Kotzé, 1981, 2000). En las zonas en las que la
de indculo son los pseudotecios con ascgspora

las especies y variedades cultivadas itri bién son importantes como fuente de indculo los
icnidi ; Sposito et al., 2008, 2011).

BU dias después de la caida de la hoja, en funcién de la
ad, asi como de las temperaturas predominantes (Kotzé, 1981). En

La formacion de pseudotecios se
frecuencia de la hume
algunos paises cae

Brimeros sintomas en los frutos no aparecen hasta mas de seis meses después de la fructificacion
| et al., 2006). En el Brasil, los frutos de las variedades “Valencia” y “Natal” de C. sinensis
son susceSg@ples por lo menos hasta 24 semanas después de la caida del 75 % de los pétalos, cuando
tienen un diametro de 5-6 cm (Baldassari et al., 2006).

Después de la infeccion, el hongo se mantiene en estado quiescente hasta que el fruto ha crecido
totalmente o madurado, manifestandose los sintomas muchos meses después de haberse producido la
infeccion (Kotzé, 2000). Las hojas conservan la susceptibilidad a la infeccion desde el desarrollo hasta
los 10 meses de edad (Truter et al., 2007).

Se producen picnidios con conidios en los frutos, las hojas, las ramas muertas, los pedicelos de los frutos
y, en abundancia, en la hojarasca (Kotzé, 2000). Pueden salir despedidos sobre la cubierta vegetal o ser
arrastrados de los frutos infectados que quedan en el arbol a otros méas jovenes y a las hojas que estan
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todavia en la etapa susceptible (Agostini et al., 2006; Sposito et al., 2008). P. citricarpa tiene asimismo
un estado asexual microconidial, que se ha descrito en el género Leptodothiorella (Kiely, 1949a). Este
estado microconidial, también conocido como estado “espermogonial” (Kiely, 1949a), suele aparecer
en las hojas caidas antes de la formacion de pseudotecios. Sin embargo, sigue sin estar clara la funcion
de los microconidios en la biologia de P. citricarpa.

La aparicion de sintomas en los frutos maduros se ve potenciada por el aumento de la temperatura, la
intensidad luminosa elevada, la sequia y el escaso vigor del arbol. Los arboles més viejos suelen tener
mas mancha negra de los citricos que los mas jovenes (Kotzé, 2000). Se supone que la propagacion de
P. citricarpa a nuevas zonas se debe més a las plantas de vivero u otro material de plantacion que a los
citricos (Kotzé, 2000; Timmer, 2004).

Hay que sefialar que en un citrico asintomatico o con manchas muy pequefias (<2
picnidios puede estar presente el endofito no patdgeno Phyllosticta capita
denominado incorrectamente Guignardia mangiferae A.J. Roy) (Glienke et al., A
numerosas familias de plantas. Baayen et al. (2002) han descrito la ‘
morfoldgicas y moleculares que diferencian P. capitalensis (20Q
P. citricarpa se pueden confundir con los producidos por Phyllostic# andari, Crous &

Citrus maxima

citrichinaensis produce pequefias manchas pardas vordes de color pardo oscuro y halos
de color verde oliva en las hojas de pomelo. induce la aparicion de pequefias
manchas de color entre pardo y negro semejantes ¥ mandarinas y las naranjas (Wang
et al., 2012). En el Brasil se ha detectado la pre ribraziliensis como endofito en hojas
sanas de Citrus spp. (Glienke et al., 20

2. Informacion taxonémica
Nombre: yING pa (McAlpine) Aa, 1973
Sinénimos: ma W McAlpine, 1899

GMlynardia citricarpa Kiely, 1948
stictina citricarpa (McAlpine) Petr., 1953
LeP™®othiorella sp. (spermatial state)

Posicion tax@g@mic Eukaryota, Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes,
otryosphaeriales, Botryosphaeriaceae

Mancha negra de los citricos (véanse en CABI [2011] los nombres
comunes en otros idiomas)

MycoBank 320327

P. citricarpa puede estar potencialmente presente en los frutos, los pedicelos, las hojas y las ramas de
Citrus, Poncirus y Fortunella y sus hibridos (CABI, 2011).

3.1 Sintomas en los frutos

En los frutos aparecen varios sintomas (por ejemplo manchas duras, manchas moteadas, falsa melanosis,
manchas virulentas), en funcién de la temperatura y la madurez del fruto (Kotzé, 2000). Es poco
probable gue pueda confirmarse con exactitud exclusivamente con un examen visual la presencia de
P. citricarpaen los frutos, ya que el aspecto de los sintomas es variable y se pueden confundir facilmente
con los provocados por otros patdgenos de los citricos o por dafios mecénicos, del frio o de insectos
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(Kotzé, 2000; Snowdon, 1990; L. Diaz, comunicacion personal). Los cuatro sintomas siguientes estan
ampliamente reconocidos tal como los describe Kiely (1949a, 1949b, 1960).

Mancha dura. Es el sintoma mas tipico de la mancha negra de los citricos y consiste en lesiones
superficiales de 3-10 mm de didmetro, con el centro entre gris y bronceado y los bordes de color entre
pardo oscuro y negro (Figura 1A). En las etapas avanzadas de la evolucion del sintoma, el centro de las
lesiones adquiere la forma de crater. Las distintas lesiones consistentes en manchas duras se pueden
mantener de tamafio pequefio 0 bien unirse para formar lesiones de mayor tamafio. Alrededor de estas
lesiones puede aparecer un halo amarillo cuando el fruto es verde o un halo verde cuando el fruto es
amarillo o anaranjado. En el centro de estas manchas se producen con bastante frecuencia picnidios
(Figura 1a), que se pueden detectar utilizando una lupa o un microscopio de diseccio manchas

identificar cuando hay manchas duras con picnidios.

Mancha moteada. Son manchas grises, bronceadas, rojizas o incolorg

con el tiempo y casi nunca tienen picnidios (Figura 1b). Las manch
cuando el fruto ha cambiado de color y también se pueden formar conq@anchas sg

\ lite alrededor de
las manchas duras (Bonants et al., 2003) (Figura 1C). Las mggchas motoWgRs aisg

Falsa melanosis 0 mancha moteada. Suele apat, s verdes en forma de pequefias
protuberancias de color entre pardo oscuro do rodeadas de motas oscuras
(FUNDECITRUS, 2005) (Figuras 2A, 2a, 2B).
medida que avanza la estacion (CABI, 2011).
citricos en las que ha estado presente P, gitsas

Mancha virulenta, mancha extendid; ppante. Son manchas irregulares hundidas, de color
entre rojo y pardo o incoloras, rutos maduros muy infectados hacia el final de la
estacion (Figura 2C). En con@i
numerosos picnidios (Kotzé, 20
de la superficie del fruto en cuat cinco dlas. Es el sintoma méas dafiino, puesto que a diferencia de
mesocarpio (albedo), atravesando en ocasiones todo el grosor de

la céscara y prov tura del fruto y fuertes pérdidas post-cosecha (Kotzé, 1981).

de la aparicion en los citricos de otros dos sintomas que se describen a
son fggcuentes.

Mancha agMetada. Lesiones superficiales ligeramente elevadas de color entre pardo oscuro y negro, de
tamafio variable, con una superficie agrietada y bordes irregulares (Goes et al., 2000) (Figura 2E). Las
lesiones carecen de picnidios y aparecen en frutos de méas de seis meses. Este sintoma se ha asociado
con la presencia de Phyllocoptruta oleivora Ashmead (FUNDECITRUS, 2005; Spésito, 2003).

Hay que sefialar que el mismo fruto puede mostrar mas de uno de los sintomas descritos o etapas
intermedias entre ellos (Figura 1C, 1c).

En algunas zonas con una presién elevada de inéculo, también pueden aparecer sintomas en los frutos
pequefios, el céliz y los pedunculos. Los sintomas en el céliz son lesiones de color entre rojo y pardo
oscuro semejantes a las manchas moteadas. En los frutos pequefios y los peddnculos, los sintomas
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aparecen como pequefias manchas negras (Aguilar-Vildoso et al., 2002). Dichos sintomas en los frutos
pequefios, el caliz y los pedinculos se han descrito solamente en el Brasil.

3.2 Sintomas en las hojas y las ramas

La mancha negra de los citricos suele estar presente en las hojas como infeccidn quiescente sin sintomas
visibles (Sutton y Waterston, 1966). Si aparecen sintomas, comienzan como manchas punteadas visibles
en las dos caras de la hoja. Las manchas, que pueden aumentar de tamafio hasta los 3 mm de didmetro,
son circulares, con el centro que adquiere un color gris o pardo claro rodeado de un borde pardo oscuro
0 negro y un halo amarillo (Kotzé, 2000) (Figura 3A). En ocasiones puede haber picnidios en el centro
de las lesiones en la cara adaxial de la hoja.

También pueden aparecer lesiones semejantes a las de las hojas en las ramas peg
frecuencia en C. limon que en otras especies de citricos (M. Truter, comunica
sintomas son pequefias lesiones (0,5-2 mm de didmetro) redondas ligeramente h

en el centro de las lesiones.

3.3 Comparacion de los sintomas de la mancha negra de I8 'W0S causados
por otros organismos o factores abioticos

dafios mecanicos o del frio, en particular en el
Snowdon, 1990; Wang et al., 2012; Wulandari e

a moteada (Bonants et al., 2003;
omunicacion personal).

Debido a que los sintomas causados por P. citric itrjlbs son semejantes a los debidos a otros
patdgenos, solamente se puede conseqddmms dic@stico f@Fdigno utilizando los métodos que se
describen a continuacion.

4. Identificacion

En este protocolo se describe Ia
deberia inspeccionar cualquier si
Si se observan sinto
microscopio de di

la mancha negra de los citricos (véase el apartado 3).
en forma de manchas o lesiones, se examinan con una lupa o un
r la presencia de picnidios. Si en las manchas duras descritas en

utiliza para la identificacion de P. citricarpa en el fruto, pero también se puede
amas Yy los pedicelos, mientras que el método B (ensayo molecular) solo se aplica

Si tras la @acion del método A las caracteristicas de crecimiento de las colonias cultivadas en medios
de agar-decoccion de cerezas (CHA) y agar-harina de avena (OA) no son compatibles con las de
P. citricarpa (véase el apartado 4.1.4, requisitos i), ii), iii) y iv)), el material vegetal se considera libre
de P. citricarpa. En cultivos semejantes a los de P. citricarpa que no producen picnidios maduros
enl4 dias, se recomienda la aplicacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) convencional y
la secuenciacion de los espaciadores de transcripcion interna (ETI) (véase el apartado 4.2.1) o la RCP
en tiempo real (véase el apartado 4.2.2). Sin embargo, el aislamiento y cultivo del organismo en los
medios adecuados seguido de una prueba molecular directa de los cultivos es un procedimiento que
requiere mucho tiempo, por lo que no resulta conveniente cuando es urgente realizar el diagnostico en
los envios.
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Para la deteccidn e identificacion de P. citricarpa en los citricos hay dos métodos de RCP (convencional
y en tiempo real, véanse los apartados 4.2.1 y 4.2.2). Sin embargo, en pruebas sistematicas de frutos de
C. maxima con sintomas tipicos se ha observado recientemente que en el método de la RCP en tiempo
real creado por Gent-Pelzer et al. (2007) no se obtiene amplificacion (Meffert, comunicacion personal).
El motivo es que en C. maxima los sintomas semejantes a los de la mancha negra de los citricos son
provocados por P. citriasiana, especie descrita recientemente que guarda estrecha relacion con
P. citricarpa (Wulandari et al., 2009). Dado que no est4 claro si P. citricarpa puede provocar los
sintomas tipicos en C. maxima, en el fruto de esta especie de Citrus con sintomas semejantes a los de la
mancha negra de los citricos también se deberia comprobar la presencia de P. citricarpa.

positivo en presencia de P. citricarpa y no en el caso de P. citriasiana o P. capita
la RCP convencional (descrito en el apartado 4.2.1) produciré una amplificac

Colletotrichum spp. con un aspecto parecido a los picnidios
diferenciar Colletotrichum spp. por la presencia de sedas en su
de humedad de masas de conidios de color rosa 0 salmg
de sus conidios (Kotzé, 2000).

En el presente protocolo, los métodos (incluidas i ombres comerciales) se describen
tal como se han publicado, puesto que en ellos i il original de especificidad alcanzado.
Los procedimientos de laboratorio presgsims j

70 % durante 30 segundos, se de eTticie con hipoclorito de sodio (CIONa) al 1% durante
2 minutos, se enjuaga agua destllada estéril y se seca (Peres et al., 2007). Para aumentar
la frecuencia del ai i6n se debe efectuar con cuidado y ellmlnar el tejido asintomatico
antes de la siem S, comunlcaC|on personal) A continuacion, el material extraido

conidios CMgcteristicos de P. citricarpa (véase el apartado 4.1.2); y iii) producen un pigmento amarillo
en OA — aunque no todos los aislados de P. citricarpa producen ese pigmento (Baayen et al., 2002) —
se identifican como pertenecientes a P. citricarpa.

El método tiene los siguientes inconvenientes: a) P. citricarpa es un hongo de crecimiento bastante lento
y con frecuencia su cultivo se ve invadido por otros hongos (por ejemplo, C. gloeosporioides) (Peres
et al., 2007), porque ninguno de los medios de cultivo utilizados es selectivo para P. citricarpa, y b) es
un método que requiere bastante tiempo, ya que se necesitan de 7 a 14 dias para la produccion de
picnidios.

PD 5-6 Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria
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4.1.1 Medios de cultivo

Agar-decoccion de cerezas (CHA). El zumo de cerezas se obtiene hirviendo 1 kg de cerezas, sin hueso
ni peciolo, en 1 litro de agua del grifo durante unas dos horas. El extracto se filtra por una gasa, se
introduce en botellas, se esteriliza durante 30 minutos a 110 °C (pH 4,5) y se conserva hasta el uso. En
una botella con 0,8 litros de agua destilada, se afiaden 20 g de agar técnico n.° 3 y la mezcla se esteriliza
durante 15 minutos a 121 °C. Inmediatamente después de la esterilizacién, se incorporan 0,2 litros del
extracto de cereza esterilizado, se mezcla bien y se esteriliza durante 5 minutos a 102 °C (Gams et al.,
1998).

Agar harlna de avena (OA). EI OA es comercializado. También se puede preparar utilizando el 5|gU|ente

Despues de cocer a fuego lento durante unas 2 horas, los copos se estrujan, se filtrg
extracto se esteriliza durante 15 minutos a 121 °C. En una botella con 1 litro de §
avena, se afladen 20 g de agar técnico n° 3 y la mezcla se esteriliza durante 15 min
etal., 1998).

Agar-dextrosa-papa (PDA). EI PDA esta comercializado. Tambié
método descrito por Hawksworth et al. (1995).

4.1.2 Caracteristicas del cultivo

Las colonias de P. citricarpa tienen un crecimiento lento en
después de 7 dias a 22 °C en la oscuridad (Baayen et al., 200 g
irregulares rodeados por una zona translucida de ¥incoloro (Figura 5A). El centro de
la colonia es oscuro, con un micelio aéreo de coj entre gris y vi§le claro, a menudo con numMerosos
penachos pequefios. El reverso de la colonia tien sc¥P y esta rodeado de zonas de color
sepia grisaceo y castafio claro (Baayen et al., 200 8 dias comienzan a formarse estromas
y se suelen producir plcnldlos madurosg

endidas, de color gris ollvaceo que pasa a
eo cuya densidad es de escasa a moderada (Glienke
ento amarillo caracteristico que se difunde en el
ior), aunque no todos los aislados de P. citricarpa

et al., 2011). En OA se produ
medio alrededor de la colonia

mente en cultivo; se basan en los datos de Sutton y Waterston (1966) y van
modificados por Baayen et al. (2002).

Us. Se forthan pseudotecios en la hojarasca y en cultivo (De Holanda Nozaki, 2007), pero no
an en ningun otro material vegetal (por ejemplo en las hojas adheridas, o en los frutos). Son
solitarios W@gregados, de globosos a piriformes, inmersos, de color entre pardo oscuro y negro, de 125—
360 pum, con un solo ostiolo entre papilado y rostrado, y su superficie muestra con frecuencia
excrecencias irregulares de hifas. La capa externa de la pared se compone de células angulares con
paredes gruesas de color pardo, mientras que la capa interna tiene las células de angulares a globosas
con paredes incoloras mas finas.

Ascas. Fasciculadas, bitunicadas, clavadas, con ocho esporas de apice redondeado. Sus dimensiones
antes de la ruptura de la pared externa son de 40-65 pm x 12-15 pum y antes de la dehiscencia se
convierten en cilindrico-clavadas y alcanzan hasta los 120-150 um de longitud.
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Ascosporas. Cortas, sin septos, hialinas, cilindricas, engrosadas en el centro, ligeramente curvadas, de
12-16 pm X 4.5-6.5 um, heteropolares con extremos obtusos desiguales. El extremo superior mas
pequefio tiene un apéndice semejante a un casquete mucoide no celular truncado de 1-2 um de longitud
y el extremo inferior tiene un apéndice agudo o ramificado de 3—6 um de largo.

Picnidios. Se producen en el fruto, las hojas adheridas, las ramas muertas y la hojarasca, asi como en
cultivo. Son solitarios y en ocasiones agregados, globosos, inmersos, de color entre pardo claro y oscuro,
y de 70-330 um de diametro. La pared picnidial esta conformada por cuatro capas de células, las
externas esclerosadas y las internas pseudoparenguimatosas, con ostiolo mas oscuro, ligeramente
papilado, circular y de 10-15 um de diametro.

Conidios. De obovados a elipticos, hialinos, sin septos, multigutulados, de 9,4-12,7
con un apéndice subulado incoloro y una cubierta gelatinosa incolora apenas visj

cilindricos hialinos de hasta 9 um de longitud.

Estado espermacial. Descrito en el género Leptodothiorella, se produ
cultivo puro. Los espermacios tienen forma de pesas, raramente §
curvados, de 5-8 um x 0,5-1 um.

4.1.4 Comparacion de las caracteristicas morfoldgic
las de otras especies semejantes de Phyllosticta

Los cultivos de P. citricarpa son muy semejantes a lo .Ci ndari et al., 2009) y a los

La identificacion de las colonias de P. citricar i i¥a la combinacion de los factores

siguientes:
(1) el crecimiento de las colonias e S se pueden superponer);

(2) el grosor de la cubierta mucoig 2@ conidios (Figuras 5C, 5D, 6A, 6B, 6C);
(3) lalongitud del apéndice conicgal;

(4) lapresencia de pigmento
un pigmento amarillo (Ba

gue no todos los aislados de P. citricarpa producen
ulandari et al., 2009).

tallada sobre las caracteristicas distintivas de P. citricarpa y sus
nsis se puede distinguir de P. citricarpa por su apéndice conidial
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Cuadro 1. Principales caracteristicas morfologicas y del cultivo de Phyllosticta citricarpa, Phyllosticta citriasiana y
Phyllosticta capitalensis (Baayen et al., 2002; Wulandari et al., 2009)

Caracteristica P. citricarpa P. citriasiana P. capitalensis
Tamarfo medio de los conidios (um) 10-12 x 6-7,5 12-14 x 6-7 11-12 x 6,5-7,5
Anchura de la cubierta mucoide (um) <1,5 1 1,5-2,5 (-3)
Longitud del apéndice apical (um) 4-6 (-10) 7-10 (-14) 4-6 (-10)
Tamafio medio de las ascosporas (um) 12-16 x 4,5-6,5 Se desconoce 15-17,5 x 6,5-7,5
;I'am)aﬁo medio de los espermacios 5-8 x 0,5-1 3-5x1-2 7-10 x 1,8-2,5
pm

Diametro medio de las colonias (mm)*  25-30 18—-20
Temperatura maxima de crecimiento 30-36 30-33
(°C)

Produccién de pigmento amarillo en un

it
medio de agar-harina de avena (OA) Si No

* En un medio de agar-decoccion de cerezas (CHA) después de 7 dias a 2
T Hay que sefialar que no todos los aislados de P. citricarpa producen un pigmé

4.2 Método B: Ensayos moleculares

Se han preparado distintos métodos moleculares para la identi
cultivos puros y en las lesiones de los frutos (Bonants
2006, 2012; Peres et al., 2007; Stringari et al., 200
dos métodos: un ensayo de la RCP convenciona
RCP en tiempo real, preparado por Gent-Pelzer
tiempo real genera una sefial positiva a partir de

jtricarpa directamente en
etal., 2007; Meyer et al.,
acién de P. citricarpa se describen
es et al. (2007), y un ensayo de la
QWe sefialar que el uso de la RCP en
de mancha negra en el fruto, mientras
! eden no ser concluyentes. También se
observa que no hay datos disponif i positivas en los ensayos moleculares de

4.2.1 Identificacion de P. ci

La especificidad (especificidad
13 aislados de P. capi i

P convencional

¢ evalud en un estudio con 36 aislados de P. citricarpa,
os de plagas comunes de los citricos, como Alternaria alternata,
um gloeosporioides, Diaporthe citri, Mycosphaerella citri y
. rpa dio una reaccién positiva. La sensibilidad (sensibilidad
on) es de 1 pg de ADN/ul (Peres et al., 2007). En este método se amplifica el
P. citriasiana. Hay tres métodos para distinguir entre las dos especies
nvencional: aislamiento y cultivo (véase el apartado 4.1), ensayos de la
el apartado 4.2.2) y secuenciacion de los espaciadores de transcripcion

tras la

diseccionadas del fruto. El ensayo est& concebido para amplificar parte de la region de los ETI a fin de
producir un amplicon de 300 pares de bases (pb). Los oligonucleétidos iniciadores utilizados son:

Iniciador directo: GCN (5'-CTG AAA GGT GAT GGA AGG GAG G -3))
Iniciador inverso: GCMR (5'-CAT TAC TTATCG CAT TTC GCT GC -3).

Para la amplificacion de la RCP se utiliza MasterMix 2,5x de Eppendorf®1!, que contiene ADN
polimerasa Taq y tampon de reaccion con Mg?+ y nucledtidos. Para preparar las mezclas de reaccion se

! La utilizacién en este protocolo de diagnéstico de la marca Eppendorf® para la amplificacion de la RCP no
implica su aprobacion ni la exclusion de otras marcas que también puedan ser adecuadas. Esta informacion se
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utiliza agua de grado molecular (MGW): dicha agua deberia estar purificada (desionizada o destilada),
estéril (mediante autoclave o filtracion por poros de 0,45 um) y sin nucleasas. La amplificacion se realiza
en un termociclador tipo Peltier con tapa caliente.

4.2.1.2 Métodos
Extraccion y purificacion de acidos nucleicos

El ADN se extrae de cultivos de hongos que han crecido durante siete dias en un caldo de papa y dextrosa
o de lesiones aisladas de los frutos. En el segundo caso se disecciona el tejido sintomatico, eliminando
en la medida de lo posible todo el mesocarpio (albedo) y la corteza exterior.

La extraccion del ADN a partir del micelio se realiza utilizando el equipo de e
disponible en el mercado (por ejemplo, DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen, QuickPi
(Bio-Nobile), robot de aislamiento KingFisher® (Thermo)) de acuerdo con |
fabricante. Para la extraccién de ADN a partir de lesiones aisladas de los frutos,
protocolo de extracuon de ADN medlante lisis alcallna (Kllmyuk e Fica a

(100 °C) durante 30 segundos (periodo critico). El contenidge TOSENS eutraliza mediante la
adicion de 40 pl de CIH 0,25 M, 20 pl de Tris-CIH 0,5 M y NoNgletd W 8,0y 0,25% (v/v), y los
irvi tos. El material obtenido se puede
0 almacenar a 4 °C durante varias
semanas. Antes de la purificacion tras el almagnaje, las ¥ se incuban en un bafio de agua

microtubos de 2 ml. Los tubos ge cq bre hielo y se agitan durante 30 minutos. Se aspira
el liquido y se afiaden 500 pl * Tris acido etilendiaminotetraacético (EDTA)-Na2
e hipoclorito de sodio (CINa, p i
mezclar el contenido.
secan en condicione

dosS veces. Las varillas se introducen en nuevos tubos y se
bos se colocan luego de lado y se afiaden 50 pl de tampdn Tris-
rlos durante 5 minutos, los tubos se centrifugan 10 segundos, se

ofrece Unicamente para ayudar a los usuarios de este protocolo y no constituye un aval por parte de la CMF del
producto quimico, el reactivo o el equipo mencionados. Pueden usarse otros productos equivalentes si se demuestra
que se obtienen los mismos resultados.
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Reaccidén en cadena de la polimerasa (RCP)
La mezcla patron (concentracion para cada reaccion de 20 pl) se compone de los reactivos siguientes:

Reactivo Concentracion Volumen por  Concentracion final
de trabajo reaccion (pl)
Agua de grado molecular (MGW) n/d 0,4 n/d
MasterMix 2,5x de Eppendorf®1 2,5x% 8,0 1x
(ADN polimerasa Taq, 0,06 U/ul) (0,024 U Tag/pl)
Tampodn de reaccion Taq 2,5x 2,5% 8,0 1x
(M92+ 4 mM, cada dNTP 500 }JM) (Mgz+ 1.6 mM. ca 00 UM)

Iniciador GCN 10 uM 0,8
Iniciador GCMR 10 uM 0,8
Total parcial - 18,0
ADN - 2,0
Total - 20,0

durante 30 segundos, a 64 °C durante 30 segundos y a 72
durante 10 minutos. Un producto de la RCP de 300 pb indica I3

Tras la amplificacion, se combinan 10 pl de la m
6% (Promega) y se carga junto con un marcador r (escala de ADN de 100 pb) en un gel
de agarosa al 1,5 %, se separa por electrgfg uro de etidio u otro reactivo alternativo

Para garantizar el éxito de la,amj flcac:|0n se Webe incluir ADN de una cepa de referencia de
P. citricarpa (control positivo) Inal. También se ha de realizar la amplificacion de
la RCP en una muestra en la qu de P. citricarpa se ha sustituido por el extracto de
exocarpo sano (control negativo). Para vigilar la posible
icion de falsos positivos, se debe sustituir una muestra por agua
incluir un control interno de amplificacién (CIA) para verificar

ncia de los ETI de 10 aislados de P. citricarpa del grupo I; Baayen et al.,
cia de P. capitalensis GC14 (representativa de la secuencia de los ETI de 22
P. caprensis del grupo 1l; Baayen et al., 2002), otras 12 plagas de los citricos (Alternaria
gicillium spp., Colletotrichum spp.), Phyllosticta artocarpina y Guignardia bidwellii.
R0 una reaccion positiva P. citricarpa. La sensibilidad (sensibilidad analitica; limite de
deteccion) €S de 10 fg de ADN por reaccion y la sensibilidad del diagnaéstico es del 100 % (Gent-Pelzer
et al., 2007).

4.2.2.1 Informacion general

El protocolo fue elaborado por Gent-Pelzer et al. (2007). La fuente de acido nucleico es el micelio o las
lesiones diseccionadas del fruto. El ensayo esta concebido para amplificar una parte de la region de los
ETI produciendo un amplicon de 69 pb. Los oligonucle6tidos iniciadores utilizados son:

Iniciador directo: GeF1 (5-GGT GAT GGA AGG GAG GCC T-3)
Iniciador inverso: GCR1 (5'-GCA ACA TGG TAG ATA CAC AAG GGT-3").
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La sonda de hidrolisis GeP1 (5'-AAA AAG CCG CCC GAC CTA CCT TCA-3') esta marcada en el
extremo 5' con el colorante fluorescente indicador FAM (6-carboxifluoresceina) y modificada en el
extremo 3' con el colorante TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina) o Eclipse® Dark Quencher
(Eurogentec).

Para la amplificacion de la RCP se utiliza la mezcla patrén Premix Ex Taq 2x (Takara)?, que contiene
polimerasa Taqg y un tampdn de reaccion con CI2Mg y nucle6tidos. A la mezcla patron Premix Ex Taq
se le afiade colorante de referencia ROX (concentracion 50, Takara). En la preparacion de mezclas de
reaccion se utiliza agua de grado molecular, que debe estar purificada (desionizada o destilada),
esterilizada (mediante autoclave o filtracion por un poro de 0,45 um) y sin nucleasas. En el caso de la
RCP en tiempo real, la amplificacion se realiza utilizando un termociclador.

4.2.2.2 Métodos
Extraccion y purificacion de &cidos nucleicos

Se extrae ADN de muestras de micelio (0,5 cm de didmetro) tomadas dg onia
cultivada en CHA (véase el apartado 4.1.1) a 22 °C en la oscuridad o dg . esiones
se separan de la piel, eliminando en la medida de lo posible todo el a{gR i p v el tejido de la
piel. Las muestras de micelio o las lesiones se cortan en pequenos trd n en un tubo de

microcentrifuga de 1,5 ml con un tapdn plano y ajuste de seg A se ing@¥ducen una cuenta
de acero inoxidable (3,2 mm de diametro) y 125 ul de G g
salino 0,02 M (PBS), Tween 20 al 0,5%, polivinilpirrolidona ( UMina de suero bovino al
0,2%). El tubo se coloca en un agitador y se mantiene 000 r.p.m. La mezcla se
centrifuga durante 5 segundos a velocidad méaxj en una microcentrifuga y para la
extraccion del ADN se utilizan 75 pl del sobren ido. NEADN se puede extraer con equipo
de extraccion disponible en el mercado, siguien i flel fabricante. EI volumen final de
la solucién de ADN es de 50 ul. EI ADN se pu n columnas de centrifuga que se han
nas de separacion Axygen Multi-Spin
(Dispolab) con polivinilpolipirrolidog ,gue se coloca en un tubo de reaccién vacio y
do la columna durante 5 minutos a 4 000 g. La
y se centrifuga durante 5 minutos a 4 000 g. La
a prueba de la RCP. EI ADN purificado se puede
utilizar de manera mmedlata 0 durante una noche o a -20 °C para periodos mas
prolongados. La PVP i ampon de extraccion como componente soluble. La PVPP es PVVP
reticulada y se utili iaN@e filtracion insoluble.

suspension de ADN se pasa a
fraccion no retenida se utiliza

Concentracion de Volumen por reaccion ~ Concentracién

trabajo (V)] final

n/d 13,1 n/d

2% 15,0 1x
Iniciador GeF1 50 puM 0,15 0,25 pM
Iniciador GcR1 50 puM 0,15 0,25 pM
Sonda GcP1 5uM 0,6 0,10 pM

2 La utilizacion en este protocolo de diagnostico de la marca Takara para la mezcla patrén Premix Ex Tag 2x no
implica su aprobacién ni la exclusion de otras marcas que también puedan ser adecuadas. Esta informacion se
ofrece Unicamente para ayudar a los usuarios de este protocolo y no constituye un aval por parte de la CMF del
producto quimico, el reactivo o el equipo mencionados. Pueden usarse otros productos equivalentes si se demuestra
que se obtienen los mismos resultados.

PD 5-12 Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria



Protocolos de diagndstico para las plagas reglamentadas PD 5

Total parcial - 29,0
ADN - 1,0
Total - 30,0

Se pueden afiadir, si procede, 0,6 pl del colorante de referencia ROX 50x; en ese caso se utilizan 12,5 pl
de agua de grado para la RCP.

Los parametros de ciclado de la RCP son 50 °C durante 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C durante
15 segundos, y 60 °C durante 1 minuto. El limite de 40 ciclos se obtuvo utilizando el sistema de
deteccién de secuencias ABI PRISM® 7700 o 7900 (Applied Biosystems) y usando lggamateriales y
reactivos que se describen més arriba. Hay que sefialar que:

- la curva de amplificacion deberia ser exponencial

- una muestra se considera positiva si produce un valor del ciclo umbral (Ct)
controles de contaminacion sean negativos

- una muestra se considera negativa si produce un valor del Ct >44 C roles de
inhibicion del ensayo y la extraccion sean positivos.

Para garantizar el éxito de la amplificacion se debe_inclui cepa de referencia de
P. citricarpa (control positivo) como muestra adigg . cacion de la RCP se debe realizar
i pa se ha sustituido por el extracto
naWnuestra de exocarpo sano (control
aparicion de falsos positivos, se debe

de ADN de otra especie afin (por ejemplo, C. ci
negativo). Para vigilar la posible contaminacién

A fin de comprobar la aparicion dejif s en las reacciones a causa de la inhibicion de la
reaccion de amplificacion, se pgede i bzclas de reaccién 12,5 fg de un CIA, un iniciador
directo del CIA75nM (5'-TG < ACC AG-3"), un iniciador inverso del CIA 75 nM
(B-TTTTCGTTG GGA TCT ) Ma sonda de hidrdlisis MGB del CIA 50 nM (5-ACA
CAATCT GCC-3") m, olorante fluorescente indicador VIC™ (Eurogentec) y el colorante

Inicialor inverso: ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3') (White et al., 1990).
4.2.3.2 Métodos

Extraccion y purificacion de &cidos nucleicos

El ADN se debe extraer de una muestra de 1 cm? tomada de un cultivo puro del aislado de prueba. Se
utiliza un equipo de extraccion de ADN apropiado o se extrae siguiendo un método mas tradicional,
como el descrito en Hughes et al. (2000). EI ADN extraido se debe conservar a 4 °C para su uso
inmediato o0 a -20 °C si la prueba no se va a realizar el mismo dia.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (RCP)
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El volumen total de la reaccion para cada RCP es de 50 ul y esta formado por los siguientes reactivos:

Reactivo Concentracion de Volumen por  Concentracion final
trabajo reaccion (pl)

Agua de grado molecular (MGW) n/d 37,5 n/d

Tampodn de reaccién de la RCP 10x 2% 5,0 1x

(++15 mM CI2Mg 2) (Roche) 3 (0,024 U Tag/pl)

dNTP 10 mM (cada una) 4,0 0,8 mM (cada una)

Iniciador ETI1 10 puM 0,6 0,12 pM

Iniciador ETI4 10 puM 0,6 0

ADN polimerasa Taq (Roche)3 5 U/l 0,3

Total parcial - 48,0
ADN -
Total -
Los parametros de ciclado de la RCP son 94 °C durante 30 segundd e 94 °C durante

15 segundos, 55 °C durante 60 segundos y 72 °C durante 30 Bnte 5 minutos. El

tamafio del amplicon es de 550 pb (Baayen et al., 2002).

Secuenciacion de los amplicones

La mezcla amplificada (5 pl de ella) se hace pa garosa al 1,5 % para verificar las
reacciones positivas de la prueba. Los 45 pl resta: )
utilizando un equipo de purificacion de la RCP a
realiza la secuenciacion con el iniciador Qizagto E

do las instrucciones del fabricante. Se
or inverso ETI4.

ado desconocido, un control positivo que contenga ADN
agua en lugar de ADN. Las muestras se analizan por resolucién
en un gel de agarq, uencias de consenso para las muestras del analisis (excluidas las
secuencias de | i ran con una cepa confirmada para el ex-epitipo de P. citricarpa
uestra JF343583 del Banco de germoplasma) en la base de datos del Centro
Biotecnologia (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). El nivel de

Nacional de
identifiggmes

0s registros y las evidencias detallados en la NIMF 27.

en los que las partes contratantes puedan verse afectadas negativamente por los resultados
0, los registros y las evidencias de los resultados (en particular los cultivos, las placas, las
fotografias de las estructuras fungicas, las fotografias de los sintomas y signos, las fotografias de los
extractos de ADN y los geles de separacion) se deben conservar durante un afio por lo menos.

3 La utilizacion en este protocolo de diagndstico de la marca Roche para el tampon de reaccion de la RCP y la
ADN polimerasa Taq no implica su aprobacion ni la exclusion de otras marcas que también puedan ser adecuadas.
Esta informacion se ofrece Unicamente para ayudar a los usuarios de este protocolo y no constituye un aval por
parte de la CMF del producto quimico, el reactivo o el equipo mencionados. Pueden usarse otros productos
equivalentes si se demuestra que se obtienen los mismos resultados.
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6.  Puntos de contacto para obtener informacién adicional

Se puede obtener informacion adicional sobre P. citricarpa y los métodos para su deteccion e

identificacion en las siguientes fuentes (por orden alfabético):

ARC-Plant Protection Research Institute, Biosystematics Division: Mycology, Private Bag x134,
Queenswood 0121, Sudafrica (Dra. Mariette Truter; tel.: +27 12 8088281; fax: +27128088297;
correo electronico: truterm@arc.agric.za).

Plant Research International, PO Box 26, 6700 AA Wageningen, Paises Bajos (Dr. Peter J.M. Bonants;
tel.: +31 31 7480648; fax +31 31 7418094; correo electronico: peter.bonants@wur.nl).

Universidade de Sdo Paulo, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”-ESALQ/USP,
Piracicaba, S&o Paulo, Brasil (Dr. Marcel B. Sposito; tel.: +55 19 34294190 ¢ ax +55
19 34294414; correo electronico: mbsposito@usp.br).

Alfred, FL 33850, Estados Unidos (Dr. Lavern W. Timmer; tel.: +
+18639564631; correo electronico: lwtimmer@ufl.edu).

Podréan presentar una solicitud de revision de un protocolo de diagnéstj
de proteccion fitosanitaria (ONPF), las organizaciones regionales de g
los 6rganos auxiliares de la Comision de Medidas Fltosamtarlas (C™m
de la Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria
solicitud al Grupo técnico sobre protocolos de diagndstico (G

iones nacionales
itaria (ORPF) o
de la Secretaria
u vez remitira la
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9.  Figuras

Figura 1. Sintomas de mancha dura y mancha moteada producidos por Phyllosticta citricarpa en naranjas dulces
(Citrus sinensis) y limones (Citrus limon): A, a) lesiones de mancha dura en una naranja dulce, con la presencia en
las lesiones mas grandes de picnidios del anamorfo Phyllosticta citricarpa (flechas); B) lesiones de mancha
moteada en un limén; b) lesiones de mancha moteada en una naranja dulce (las lesiones estan ligeramente
hundidas en el centro y no tienen picnidios); C) lesiones de mancha dura y moteada en un limén; c) lesiones de
mancha moteada (flechas negras) y etapa intermedia entre las lesiones de mancha moteada y dura con picnidios
(flechas blancas) en una naranja dulce.

Fotografias cedidas por E. Feichtenberger, Instituto Bioldgico, Sorocaba, Brasil.
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Figura 2. pmas de falsa melanosis, mancha virulenta, mancha punteada y mancha agrietada producidos por
Phyllosticta cftricarpa en naranjas dulces (Citrus sinensis) y limones (Citrus limon): A) lesiones de falsa melanosis
en una naranja dulce madura; a) lesiones de falsa melanosis rodeadas de puntos oscuros en una naranja dulce
madura; B) lesiones de falsa melanosis en una naranja dulce verde; C) lesiones de mancha virulenta en una naranja
dulce (las lesiones estan hundidas y penetran profundamente en el albedo); D) sintomas de mancha punteada en
una naranja dulce verde; E) lesiones de mancha agrietada en una naranja dulce (las lesiones estan ligeramente
elevadas, agrietadas, con bordes irregulares y sin picnidios).

Fotografias cedidas por FUNDECITRUS (A, B, C, D, E) y E. Feichtenberger, Instituto Biol6gico, Sorocaba,
Brasil (a).

PD 5-20 Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria



Protocolos de diagnéstico para las plagas reglamentadas PD5

Figura 3. Sintomas de mancha negra de los gé
de limonero (Citrus limon).

llosticta citricarpa en hojas (A) y ramas (B)

, Instituto Bid
ouncil, Preto

Fotografias cedidas por E. Feichtenber
Research Institute, Agricultural Reglarc

pico, Sorocaba, Brasil (A) y M. Truter, Plant Protection
, Sudafrica (B).

Convencién Internacional de Proteccion Fitosanitaria PD 5-21



PD 5

Protocolos de diagnéstico para las plagas reglamentadas

Citricos

A 4

Aislamiento y

cultivo

con

sintomas parecidos a la mancha

A 4

Pruebas moleculares*

A 4

RCP convencional

Colonias
parecidas a las

de P.

RCP
positiva

No
Si
° ¥
[ it 1
1 1
A 4 A 4
Morfologia Ir a pruebas moleg

aracteristic

~ramnatihlac

Si

v

No

b

@]

Si

Resultad
0

RCP en

tiempo real

positiva

— No

l

Figura 4. DN

P.citricarpa
presente

P.citricarpa no
presente

P.citricarpa
presente

P.citricarpa no
presente

ama de flujo para el diagnodstico de Phyllosticta citricarpa en citricos

1Los ensayos moleculares se han validado para la identificacion del organismo en cultivos puros y en las lesiones
de los frutos, pero no en otros materiales vegetales (por ejemplo hojas o ramas). ETI, espaciador de transcripcién
interna; RCP, reaccion en cadena de la polimerasa.
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A

b los conidios de Phyllosticta citricarpa: A) colonia con
io sumergido incoloro (flechas) después de 30 dias de
> y con un fotoperiodo de 12 horas; B) mucilago conidial
D) con una cubierta mucoide fina (C, flecha) y un apéndice
1 000x con aceite de inmersion).

morfologia
borde irregular rodeada de una z Jcida de mj

crecimiento en agar-dextrosa-pap

io de Ganaderia, Agricultura y Pesca, Montevideo, Uruguay.
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capitalensis g conidios de P. citricarpa con una cubierta mucoide fina (<1,5 ym); B, C) conidios de P. capitalensis
con una cubierta mucoide gruesa (>1,5 ym) (barra de escala = 10 ym) (la fotografia C se tomd en un microscopio
Optico con contraste de interferencia diferencial); D, E) colonias de P. citricarpa (D) y P. capitalensis (E) después
de siete dias de crecimiento en agar-harina de avena (fila superior), agar-extracto de malta (fila media) y agar-
decoccion de cerezas (fila inferior) (obsérvese la produccién de un pigmento amarillo alrededor de la colonia de
P. citricarpa cultivada en agar-harina de avena (D, flechas) y la ausencia de este pigmento en los cultivos de
P. capitalensis obtenidos en el mismo medio (E)).

Fotografias cedidas por G. Verkley, Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Paises Bajos (A, B, C) y W.
van Lienden, Plant Protection Service, Wageningen, Paises Bajos (D, E).
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Historia de la publicacion

Esta no es una parte oficial de la norma

Esta historia de la publicaciégse refiere s la versién espafiola. Para la historia

completa de la publicacion, en inglés de la norma.

2006-03 La CMF-1 afi a de trabajo Hongos y organismos
similares a los h

ignardia citricarpa (2004-023)
ara consulta a los miembros mediante decision por
Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa en frutas
D" exto y lo remitié al CN a fin de que lo aprobara para su
(2013_eTPDP_Jun_01)

2013-10 g@bacion del CN por medios electrénicos para el periodo de notificacion
de 45d 013 _eSC_Nov_13)

2014-12/01 PeTiodo de notificacion del PD; se recibié una objecion formal

2014-02/03 EI GTPD revis6 el texto en una reunion virtual

2014 Aprobacion del CN para el periodo de notificacion de 45 dias
(2014_eSC_Nov_01)

2014-07/08 Periodo de notificacion del PD

2014-08 El CN aprob6 el PD en nombre de la CMF

NIMF 27. Anexo 5. Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa en frutas (2014) Roma,
CIPF, FAO.

2015-09 La Secretaria de la CIPF incorporé las enmiendas a tinta en conformidad
con el procedimiento de revocacion de las normas aprobado por la CMF-10
(2015).

Ultima actualizacion de la historia de la publicacién: 2015-12.
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