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Hemos llegado hasta aquí pues nos subimos a hombros de gigantes.
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Resumen
Huanglongbing (HLB) es una enfermedad destructiva, que potencialmente puede causar pérdidas totales en la producción de cítricos en México y en el resto del mundo. Los síntomas son amarillamiento de las hojas, menor producción de frutos, y eventualmente muerte de árbol enfermo. A la fecha no existe un tratamiento eficaz y se considera como la principal amenaza a la producción de cítricos (www.senasica.gob.mx). El agente causal del HLB es la bacteria no cultivable Candidatus Liberibacter asiaticus, cuyo hábitat se restringe al tejido vascular del floema en cítricos. La bacteria es transmitida por el psílido Diaphorina citri.
 En el presente solicitud de permiso de siembra experimental se propone el uso de cítricos modificados genéticamente, expresando proteínas antimicrobianas.Para este propósito, se ha generado limón mexicano GM. Se pretende realizar la siembra experimental en un área citrícola endémica a HLB. La evaluación en campo nos permitirá estudiar la protección de las plantas en condiciones naturales de infección, y así adecuar la tecnología a los requerimientos propios de nuestro país.
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Datos del OGM
Organismo: Citrus aurantifolia.
Nombre Común: Limón mexicano.
Evento: Resistencia a HLB.
Origen de las plantas: CINVESTAV Ciudad de México.
Sitio de Liberación propuesto: Tecomán, Colima
Número de Hectáreas solicitadas: Una.
Cantidad de semilla a importar: Las plantas se generaron en México. 
Fenotipo adquirido: Resistencia a HLB.
Nombre comercial: No tiene.
REQUISITOS
I. Caracterización Molecular
Los genes que se emplean en el presente desarrollo de la biotecnología moderna son la lisozima y defensina humanas. Ambas proteínas con propiedades antimicrobianas pertenecen al sistema inmune innato en humanos. Este sistema es la primera barrera inmunológica de nuestra especie. Ambas proteínas se sintetizan de manera constante en nuestro epitelio y se secreta en los fluidos corporales tales como saliva, sudor, lágrimas, mucosidades y está presente en el aparato digestivo (Alberts et al., 2002).
I. a Identificador Único del Evento de Transformación.
No se ha realizado el registro de la variedad ante las autoridades competentes.
1. b Especies relacionadas con el OGM y distribución de éstas en México
Debido a que los cítricos son originarios de Asia, nuestro país no cuenta con especies nativas. Sin embargo, en nuestro país se siembran limón mexicano, limón persa, naranja dulce, mandarina, toronja, lima y naranja agria. 
1. c Existencia de especies sexualmente compatibles
Los cítricos son plantas autogámicas, de reproducción sexual, con flores dioicas que abren cuando el carpelo se ha fecundado con el polen producido por la misma flor. El limón persa es una excepción en esta estrategia reproductiva, ya que su propagación es vegetativa. A pesar de producir flores, los frutos no tienen semillas, por lo que su propagación es vegetativa.
El limón mexicano (Citrus aurantifolia) también conocido como limón agrio, es un árbol vigoroso, de porte erguido, con brotes color púrpura que después cambian a verde, el fruto suele ser pequeño y redondo, con diámetro promedio de 4 a 6 cm. El fruto es de corteza suave, en estado inmaduro es color verde, mientras que su coloración se torna amarillenta en su madurez, la característica principal del fruto es su acidez. El árbol de limón es un arbusto con una altura que oscila entre 2 y 4 metros de altura, con ramas delgadas (SIAP, 2011).

1.d Descripción de los Hábitats donde el OGM puede persistir 
Los cítricos son cultivos perennes, que se cultivan en zonas citrícolas y también en traspatios. El Servicio de Información Agrícola y Pecuaria (SIAP), reporta que en territorio mexicano se cultivan las siguientes variedades de limón: limón mexicano, limón persa y limón italiano. La producción en toneladas y el valor de producción en miles de pesos, de las diferentes variedades para el año 2011 se detalla en la siguiente tabla:
[image: ]
La producción de limón en México está dividida por zona geográfica: el limón mexicano predominantemente se cultiva en las costas del Pacífico, mientras que el limón persa se cultiva principalmente en la zona costera del Golfo de México. De los 23 estados productores, resaltan Colima, Michoacán, Veracruz, Oaxaca, Yucatán y Tamaulipas como los seis principales productores de limón en el año 2011; en conjunto, los seis estados más productivos de limón, abarcan una superficie de 153, 442.62 hectáreas, con una producción anual de 1.10 millones de toneladas (SIAP, 2011).

1.e Descripción taxonómica del organismo receptor y donador
Organismo receptor: 
Superreino (Dominio): Eukarya
Reino: Plantae
Subreino: Eudicotiledóneas
Superclase: Eudicots nucleares
Clase: Eurosidas
Subclase: Rosidae
Superorden: Rutanae
Orden: Rutales
Familia: Rutaceae Juss
Género Citrus
Especie: Citrus aurantifolia


I. f País o localidad donde el OGM fue generado
El limón mexicano genéticamente modificado se obtuvo en el Departamento de Biotecnología del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV), en las áreas de uso confinado. El CINVESTAV está localizado en la Av. IPN 2508 Col. San Pedro Zacatenco, 07360 México D.F.

1. g Referencia documental sobre origen y diversificación del organismo receptor
Como se indicó, los cítricos son originarios de Asia. Las variedades presentes en nuestro país son limón mexicano, limón persa, naranja dulce, naranja agria, mandarina, lima toronja y mandarina, mientras que en el mundo existen las variedades que se describen a continuación:
Naranjos (Citrus sinensis), mandarinas (Citrus reticulata) y tangelos (Citrus reticulata x Citrus paradisi), (Citrus limon), toronjas (Citrus paradisi), Citrus limonia, Citrus limettioides (McClean & Schwarz, citados en EPPO quarantine pest, 1990).  Aeglopsis chevalieri Swingle, Atalantia missionis Oliver, Balsamocitrus dawei Stapf., Calodendrum capensis Thunb, Catharanthus roseus (L.) G. Don X Citroncirus webberi J. Ingram & H.E. Moore,Citrus amblycarpa Ochse, Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle, Citrus aurantium L., Citrus depressa Hayata, Citrus grandis (L.) Osbeck, Citrus hassaku Hort. ex Tanaka, Citrus hystrix DC., Citrus ichangensis Swingle, Citrus jambhiri Lushington, Citrus junos Sieb. ex Tanaka, Citrus kabuchi Hort. ex Tanaka, Citrus limon (L.) Burm., Citrus x limonia Osbeck, Citrus x nobilis Lour. "Ortanique", Citrus maxima (pomelo/shaddock), Citrus x nobilis Lour., Citrus oto Hort. ex Tanaka, Citrus x paradisi Macfad., Citrus reticulata Blanco, Citrus sinensis (L.) Osbeck, Citrus sunki Hort. ex Tanaka, Citrus unshiu (Mack.) Marc, Clausena indica Oliver, Clausena lansium (Lour.) Skeels, Cuscuta australis R. Br. (Convolvulaceae, Cuscutaceae), Fortunella spp., Limonia acidissima L., Microcitrus australasica (F.J. Muell.) Swingle, Murraya koenigii (L.), Murraya paniculata (L.) Jack, Poncirus trifoliata (L.) Raf., Swinglea glutinosa (Blanco) Merr., Toddalia lanceolata Lam, Triphasia trifolia (Burm. f.) P. Wilson.
A continuación se muestra la distribución mundial de los cítricos.
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Figura 2. Distribución de los cítricos en el mundo, principalmente entre los trópicos de cáncer y capricornio.
Hábito: Son árboles o arbustos, perennes, aromáticos por la presencia de glándulas secretoras de aceites esenciales, mesófitas o xerófitas.
Hojas deciduas, trifoliadas o compuestas, alternas, sin estípulas, con cavidades secretoras o esquizógenas, en general con espinas. 
Reproducción: Son plantas hermafroditas, algunas variedades no comerciales son monoicas o dioicas. Su polinización es autogámica, aunque son visitadas por insectos, principalmente abejas. Sus inflorescencias son corimbos o panículas terminales. Sus flores son bracteadas, olorosas de color blanco u amarillo verdoso, presentan disco hipógino. Su cáliz es lobulado con múltiplos de 4 o 5 unidades. La corola tiene como consecuencia, pétalos de 4 o 5 y sus múltiplos, los pétalos son solapados, dentados o ciliados y tienen un disco basal nectarífero con 8 a 20 glándulas secretoras. El androceo puede tener de 2 a 60 estambres. El gineceo contiene un ovario súpero, lobulado, de 1 a 100 carpelos fusionados. El fruto es un hesperidio, mientras que las semillas poseen endospermo (García Breijo, 2010).
Fisiología: Son plantas con metabolismo C3, cianogénicas o no cianogénicas, con y sin alcaloides, presencia o no de proantocianidinas, síntesis de flavonoides como quercetina, kenferol o miticetina. Puede producir saponinas y se han detectado antroquinonas (García Breijo, 2010).

1. k Descripción del método de transformación
La expresión estable de antimicrobianos en limón mexicano se realizó de acuerdo al protocolo propuesto por Cervera et al (2005), la cual emplea cepas de Agrobacterium tumefaciens conteniendo los vectores binarios recombinantes.
A continuación se describen generalidades de Agrobacterium.
A. tumefaciens es una bacteria gram negativa, de la familia Rhizobiacea, saprobio y patógeno de plantas. Contiene de manera característica un megaplásmido denominado Ti, o inductor de tumores. En este plásmido se encuentran codificadas proteínas con la función de sintetizar un segmento de DNA (T-DNA) y transferirlo de la bacteria a la célula vegetal para finalmente introducirse de manera estable a los cromosomas de la planta. El plásmido Ti contiene la región de T-DNA se encuentra entre el borde derecho y borde izquierdo, dos secuencias que reconocen proteínas y limitan el segmento a transferir. En el plásmido también está la región de virulencia y la región de síntesis de opinas, que son aminoácidos modificados que solo puede metabolizar la bacteria. Adicionalmente hay un origen de replicación que es reconocido solamente por la maquinaria replicativa de Agrobacterium.
Inicio de la infección: Productos de degradación de la pared celular de la planta son percibidos por la bacteria. Existen compuestos sintéticos como la acetosiringona que mimetiza a los productos de degradación y atraen a la bacteria. Una vez la bacteria reconoce a la planta, pone en marcha un mecanismo muy complejo: La bacteria tiene una proteína de membrana denominada sistema de dos componentes, la cual forma un complejo con la acetosiringona, tiene un cambio conformacional, se autofosforila y transfiere el grupo fosfato a proteínas transductoras que se activan por fosforilación. Esta cascada de señalización promueve la expresión de genes cuyos productos están asociados a formar un motor de transferencia de material genético entre la bacteria y la planta, y la síntesis de una cadena sencilla de T-DNA, protegida con proteínas que evitan su degradación en toda su ruta de transporte hasta el poro nuclear eucarionte. Aunque se considera que la inserción del T-DNA puede ocurrir al azar, se conoce que los sitios más frecuentes de inserción corresponden a eucromatina.
Transformación genética de cítricos 
La técnica que a continuación se describe consiste en transformar explantes de cítricos y una vez que éstos se han regenerado, se injertan en patrones de cítricos resistentes al virus de la tristeza de los cítricos, lo que permite la obtención de plantas maduras transgénicas expresando la proteína de interés en un tiempo corto. A continuación se describen los detalles metodológicos.
Germinación in vitro de cítricos.
La germinación in vitro de semillas de limón mexicano se lleva cabo en tubos de ensayo estériles conteniendo medio de germinación. En la composición del dicho medio se encuentran elementos minerales, agua, hormonas, sustancias orgánicas, vitaminas y sacarosa que propician la germinación de las semillas de limón. La composición de dicho medio se muestra a continuación:
Composición medio Murashige- Skoog (MS)
Solución stock inorgánica (10X): Preparar solución con agua desionizada que contenga: 0.440 g/L de CaCl2·H2O; 1.9 g/L de NO3; 1.65 g/L de NH4NO3; 0.170 g/L de H2PO4; 27.86 mg/L FeSO4·7H2O; 37.25 mg/L de Na2EDTA·2H2O; 16.88 mg/L de MnSO4·H2O; 0.83 mg/L de KI; 8.6 mg/L de ZnSO4·7H2O; 6.2 mg/L H3BO3; 0.37 g/L de MgSO4·7H2O; 0.025mg/L de CoCl2·6H2O; 0.025 mg/L de CuSO4·5H2O; 0.250 mg/L Na2MoO4·2H2O.
De esta solución inorgánica se utilizan 100 mL para preparar 1 L de medio de cultivo. Ajustar pH a 5.2. Esterilizar por autoclave
Solución stock orgánica (100X): Preparar solución con agua desionizada que contenga: 2.0 mg/L de glicina; 100 mg/L de mioinositol; 0.1 mg/L de Tiamina- HCl; 0.5 mg/L de Piridoxina- HCl; 0.5 mg/L de ácido nicótico.
De esta solución orgánica se utilizan 10 mL para preparar un litro de medio de cultivo. Esterilizar por filtración.
Composición medio para germinar semillas in vitro
A un litro de Medio MS, agregar: 30 g/L de sacarosa y 2 g/L de gelrite. Esterilizar por autoclave. Vaciar medio en tubos estériles.
Las semillas de limón son extraídas de frutos sanos procedentes de plantas certificadas, éstas son esterilizadas con una solución de cloro al 30% por media hora, seguido de tres lavados con agua estéril. La siembra de las semillas se lleva a cabo en condiciones estériles.
Una vez sembradas las semillas, se incuban a temperatura ambiente en oscuridad por aproximadamente 2-3 semanas. Una vez finalizado este tiempo se observa el brote del cotiledón, y se incuba nuevamente 1 semana a temperatura ambiente, con fotoperiodo 16 horas luz y 8 horas en oscuridad, esto permite el inicio de la actividad fotosintética de la planta.
Las plantas obtenidas de esta manera, fueron utilizadas después para obtener explantes, los cuales se transformaron por medio de Agrobacterium tumefaciens C58y Agrobacterium rhizogenes conteniendo los vectores binarios recombinantes.
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IV. Medidas y procedimientos de monitoreo de la actividad y de bioseguridad.
IV. a. 1 Plan de monitoreo detallado
Se realizará la detección del gen de referencia utilizando el método descrito. La colecta de material de GM se realizará cada mes, tomando aleatoriamente material antes y después de su crecimiento en la fase vegetativa que se va a evaluar. 



IV. b Medidas y Procedimientos de Bioseguridad
IV. b. 1 Medidas y procedimientos para prevenir la liberación
La promovente entiende la importancia de prevenir el acceso de personal no autorizado y de implementar medidas para evitar la entrada de posibles vectores de dispersión (animales domésticos y/o silvestres) que puedan afectar la integridad de la siembra experimental. El predio está resguardado a través de una puerta de acero y el acceso de personas está restringido. Se contará con registro de entrada y salida de personal autorizado. 

IV. b. 2 Medidas y Procedimientos para disminuir el acceso
Como se indicó en la sección anterior, el predio está resguardado y hay una puerta de acero con llave. Dentro del predio, solo hay acceso a personal autorizado. Cabe señalar que el CINVESTAV estableció con el propietario del Vivero, un Convenio de Confidencialidad, el cual limita al propietario para ingresar personal no autorizado y lo faculta para impedir la entrada de personas ajenas al experimento. A pesar de ello, el predio está localizado en un área de baja circulación, pues está cercano un área con topografía inaccesible a pie u otro medio de transporte, que es a la Placa de Cocos (falla de San Andrés).
En el predio no hay acceso libre y la entrada de terracería hacia el predio dificulta el libre acceso de personas. Adicional a estas medidas, el Gobierno del Estado de Colima resguarda la carretera que comunica Tecomán con Manzanillo, y el predio propuesto para en ensayo experimental está en la salida a Manzanillo. Es común tener en la entrada hacia el predio la presencia de retenes militares, que interrogan a quienes desean acceder al predio.

IV. b. 3  Medidas para la Erradicación del OGM en Zonas Distintas a las Permitidas. 
Como se indicó arriba, se realizará un monitoreo postcosecha para monitorear posibles plantas nuevas fuera de la zona de la siembra.

Monitoreo de plantas voluntarias
El monitoreo sobre el sitio experimental se realizará por seis meses, para eliminar cualquier escape. Las plantas voluntarias identificadas serán eliminadas mediante métodos mecánicos o químicos. Durante la realización de esta actividad el sitio experimental permanecerá perfectamente identificado. 

IV. b. 4 Medidas para el Aislamiento de la Zona de Liberación
Acciones preventivas:
Se cuenta con acceso restringido, constituido por una reja al inicio de la carretera que lleva al predio y otra reja de acero con llave a la entrada al predio. Solo se permite la entrada a personal autorizado. Se empleará un registro de entrada del personal autorizado a trabajar en el predio.

Acciones correctivas:
A. Liberación accidental durante el transporte. 
Este escenario no es posible, ya que se injertarán las plantas dentro del mismo vivero y cuando estén listas para trasplante, se desplazarán 100m al sitio de la siembra. 
B. Liberación accidental durante la siembra. 
Si por accidente se realiza la liberación del material experimental en un sitio no autorizado, el incidente se reportará inmediatamente a la autoridad y se procederá a implementar acciones correctivas. Una vez confirmado que la liberación se ha realizado en sitios no autorizados, se procederá a la destrucción inmediata de las plantas establecidas, mediante método mecánico o químico. Se deberá identificar claramente el área donde ocurrió la liberación accidental y realizar un programa de monitoreo posterior durante un año para proceder a la destrucción inmediata de las plantas, mediante el uso de método mecánico o químico. 
Una vez que se hayan llevado a cabo las medidas correctivas mencionadas anteriormente, se realizará una revisión para identificar las causas que originaron el problema e instituir los cambios necesarios en las prácticas de manejo o entrenamiento adicional en el personal a fin de evitar que se repita la liberación accidental. 

IV. b. 5 Medidas para la Protección de la Salud Humana y del Ambiente, en caso de que Ocurriera un Evento de Liberación No Deseado. 
Por favor, note que el jugo de cítricos expresando lisozima y/o lisozima humanas ya han sido sujetos de ensayos de toxicidad aguda en ratones, bajo los lineamientos que estableció el comité de bioética y bioseguridad del CINVESTAV. A partir de estos ensayos se concluyó que las proteínas no representaron un cambio en el peso de los ratones, ni en su biometría hemática; además de no observarse cambios anatómicos en tejido hepático. Se está conformando un Dossier para su presentación en COFEPRIS, con el objeto de obtener la autorización de comercialización. Asimismo, el jugo de limón fue evaluado por análisis bromatológico, según la norma mexicana y de FDA, no encontrando diferencias significativas en los componentes evaluados. 
Con estos datos, se considera que el jugo de limón no presenta un problema de salud. Sin embargo, se impedirá que sean utilizadas para consumo humano. 

IV.b.6. Métodos de Limpieza o Disposición Final de los Residuos de la Liberación 
Como se indicó arriba, se solicita a la autoridad competente que no se indique la destrucción de este cultivo perene, con el objeto de ser empleado posteriormente en la prueba piloto. 

V. Antecedentes de liberación del OGM en otros países
Por favor, considere que este desarrollo nacional no ha sido ensayado fuera del país. Su diseño ad hoc al problema que representa el HLB fue concebido en base a la demanda del sector.

VI. Consideraciones sobre los riesgos de las alternativas tecnológicas
No existe información disponible en literatura científica ni en figuras de protección intelectual que sugieran otras alternativas eficientes en el manejo y control de la enfermedad HLB en cítricos. Se han descrito en reuniones con productores el uso alternativo de productos con poco sustento científico, como el uso de agua magnética, ozono y descargas eléctricas. Por comunicación personal con Viveristas, estas alternativas de control no han producido los resultados esperados. EL manejo que se da en otros países de esta enfermedad consiste en reemplazar rápidamente a los árboles enfermos por nuevos, pero debido a su prolongada fase juvenil, la productividad ha disminuido sustancialmente. Un método generalizado es el empleo de grandes cantidades de fertilizantes tanto sistémicos como radiculares. Esta estrategia aunque aumenta el manejo del cultivo, si permite retardar los síntomas, debido a que la absorción de fósforo es muy limitada por el sistema radicular de plantas enfermas con HLB.

VII. Número de Autorización Expedida por el Sector Salud
Se está confirmando el Dossier para su presentación a COFEPRIS.

VIII. La Propuesta de la Vigencia para el Permiso y los Elementos 
Empleados para Determinarla. 

Debido a que es un cultivo perenne y que no se observan ciclos agrícolas para su cultivo, se solicitan al siembra experimental de inicio en septiembre 1ero del 2014, con una duración de tres meses.



IX Dos Copias el Físico 
Se anexan. 



X Dos Discos con Información de Carácter Público. 
Se anexan. 



XI Ocho Discos con Información de Carácter Confidencial. 
Se anexan. 



XII. Información Adicional
En caso de que el promovente lo considere adecuado, otros estudios o consideraciones en los que se analicen tanto la contribución del OGM a la solución de problemas ambientales, sociales, productivos o de otra índole, así como las consideraciones socioeconómicas que existan respecto de la liberación de OGMs al ambiente. Estos análisis deberán estar sustentados en evidencias científicas y técnicas, en los antecedentes sobre uso, producción y consumo, y podrán ser considerados por las secretarías competentes como elementos adicionales para decidir sobre la liberación experimental al ambiente, y consecuentes liberaciones al ambiente en programa piloto y comercial, respectivamente, del OGM de que se trata, 

XII.1 Información de la biología de cítricos y HLB
Producción de cítricos en México y el mundo.
En la producción nacional de limón, naranja, mandarina, toronja y lima participan 67 mil familias mexicanas, donde se generan 70 mil empleos directos y 250 mil indirectos. La citricultura es una actividad redituable en aspectos económicos para el productor, ecológicos al no utilizar demasiados agroquímicos como en otros cultivos e importante desde el punto de vista social al generar mano de obra durante todo el año (SENASICA, 2008).
Por otro lado, de acuerdo a la FAO, en el año 2011, el limón mexicano (junto con el persa), ocuparon el noveno lugar en importancia comercial dentro de nuestro país (FAOSTAT, 2013). Mientras que a nivel mundial, la FAO reporta que en el año 2011, México ocupó el primer lugar en producción de limones, desplazando así a la India al segundo puesto, seguidos de China, Argentina, Brasil y Estados Unidos.
En la Tabla 2 se detallan los principales productores de limón en el mundo en el 2011, de acuerdo a datos de la FAO.
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Por todo lo anterior, la importancia de la producción de limón en nuestro país es tanto económico, laboral y social, en esto radica la importancia de las investigaciones y estudios sobre los problemas que pudieran afectar la producción de éste fruto.
Huanglongbing, la enfermedad de los cítricos.
El limón puede ser afectado por diversas enfermedades infecciosas (bióticas) y no infecciosas (abióticas) siendo las primeras causadas por hongos, bacterias, nematodos y otros organismos; en tanto que las enfermedades abióticas son provocadas por condiciones ambientales adversas, defectos genéticos, factores nutricionales y toxicidad provocada por uso inadecuado de productos químicos que reducen tanto la producción como la calidad de la fruta.
Entre las enfermedades más devastadoras que existen actualmente en el limón, y en general en todos los cítricos, es la denominada Huanglongbing, también conocida como citrus greening, dragón amarillo o simplemente HLB. Esta enfermedad ha cobrado una gran importancia en nuestro país y en el resto del mundo, ya que es considerada como la principal amenaza a la producción de cítricos a nivel mundial.
El HLB es causado por Candidatus Liberibacter spp., una bacteria gram negativa restringida al floema de las plantas de cítricos. El HLB se considera la enfermedad más destructiva para los cítricos en el mundo debido a que causa la muerte del árbol de forma inevitable, sin que exista cura alguna (Halbert y Manjunath, 2004).
La bacteria se transmite a través del psílido asiático Diaphorina citri y el psilido africano Tryoza erytreae; los cuales al alimentarse de la savia de una planta infectada, pueden extraer a la bacteria y luego transmitirla a plantas sanas de cítricos. El HLB no se transmite a través de la ropa, herramientas de trabajo, viento, etc., y no afecta a las personas y animales. El HLB afecta a la familia de las Rutáceas como a la lima mexicana, naranja agria y dulce, limón y toronja.
Se han identificado tres especies causantes de HLB: la americana, la africana y la asiática. En México se ha reportado que el causante de la enfermedad es Candidatus Liberibacter asiaticus (SENASICA, 2013).
Reseña histórica de HLB
Se cree que los primeros reportes de la enfermedad ocurrieron en los años de 1800, en las provincias de la India y China, considerados como los lugares citrícolas más antiguos del mundo, en donde posiblemente la bacteria se encontraba en plantas rutáceas silvestres, donde la enfermedad se desarrolló conforme la expansión del comercio agrícola. Lo mismo puedo haber ocurrido para el género africano (da Graça, J. V., 2008).
Para el año 1919, Reinking describe la enfermedad por primera vez en China. Durante los primeros 50 años del siglo XX, la enfermedad era conocida con varios nombres incluyendo “greening”, y varios investigadores atribuían como causas de la enfermedad: toxicidad severa por minerales (van der Merwe y Andersen, 1937), deficiencia de zinc en los árboles (Lee, H. et al., 1921), desórdenes fisiológicos como deficiencias de agua, infestación de nematodos en el suelo e inclusive infección por el hongo Fusarium sp. (Lin, C.K., 1956; Bové, J.M., 2006).
Se considera que Lin, K.H. (1956), por primera vez reveló la naturaleza de la enfermedad, al demostrar que ésta podía transmitirse por inoculación con injertos positivos a la enfermedad. Adicionalmente, asumió la existencia de un vector transmisor de la enfermedad, para poder explicar la infección de aquellos árboles que no habían sido injertados. Unos años después, en Sudáfrica, los investigadores McClean y Oberholzer (1965a, 1965b), corroboraron que HLB es transmitida por inoculación con injertos y también por el vector africano Trioza erytreae. Para el año 1967, Martínez y Wallace, demostraron que también la enfermedad podría ser transmitida por el psyllido asiáticos Diaphorina citri (Bove, 2006).
Para el año 1967, estaba demostrado que la enfermedad se transmitía por inoculación con injertos y también por dos vectores psílidos. Estos resultados indicaban que el patógeno causante de la enfermedad era un virus, el único agente conocido en esa época capaz de infectar plantas y ser transmitido de estas maneras posibles. En ese mismo año, varios investigadores empezaron la búsqueda de este agente en plantas infectadas con el microscopio electrónico, encontrando evidencia del agente causal en los tubos cribosos de las plantas infectadas, haciendo pensar que se trataba de un micoplasma, un tipo especial de bacteria que carece de pared celular (Laflèche, D. y Bové, J.M., 1970a y 1970b). Sin embargo, esto fue rápidamente descartado cuando se observó que la membrana citoplasmática estaba rodeada por una capa, que después se demostró con varias técnicas de tinción, se trataba de una pared celular típica de una bacteria gran negativa, compuesta por una membrana y peptidoglicano (Garnier, M. y Bové, J.M., 1977, Garnier, M., et al., 1984a y 1984b, Bové, J.M., 2006). A la fecha esta bacteria a la que se le ha denominado Candidatus Liberibacter no ha podido ser cultivado en medios sintéticos, lo que ha complicado su estudio.
Para 1980, el grupo de investigación de Bové, J.M., evidenciaron indirectamente la naturaleza gram negativa de la bacteria causal del HLB, estudiando el efecto de la penicilina en árboles infectados con HLB. La penicilina inhibe los últimos pasos (transpeptidación) de la biosíntesis del peptidoglicano, componente esencial de la pared celular de las bacterias gram negativas. El resultado del estudio fue concluyente al observarse efectos benéficos en los árboles infectados, disminuyendo la gravedad de los síntomas, además de que ninguna bacteria fue encontrada en los tubos cribosos después del tratamiento con penicilina. Sin embargo, una vez que se suspendió dicho tratamiento, los síntomas reaparecieron (Bové, J.M., 2006).
En 1994, Jagoueix, S., et al., propusieron en base a la secuencia del 16S rDNA y del operon β, que la bacteria causal del HLB es miembro de la subdivisión Proteobacteriacea.
En el 2004 se detectó la especie asiaticus en la localidad de Araracuara, Sao Paulo, Brasil (Coleta-Filho, H.D. et al., 2004). Posteriormente, se reportó una nueva especie de Candidatus Liberibacter en cítricos a la que se nombró Ca. L. americanus (Teixeira, C.D., et al., 2005). En 2005, se reportó a Ca. L. asiaticus en Florida, EUA. Sólo cinco años después, en el 2009 se detectó la enfermedad por primera vez en México en la localidad de Tizimín Mérida, Yucatán. Actualmente, SENASICA reporta que el HLB está presente en 13 de los 23 estados citrícolas del país (SENASICA, 2013).

Síntomas característicos de HLB
De acuerdo a varios autores consultados, no existe un solo síntoma característico de la enfermedad sino más bien un conjunto de síntomas, que se presentan en todos los cítricos y en todas las formas de la enfermedad ya sea americana, asiática o africana, los cuales grupalmente pueden descartar otros trastornos con los que suele ser confundidos los síntomas, como es el caso de deficiencia de minerales como el zinc.
La siguiente tabla detalla los síntomas característicos de HLB en árboles citrícolas:
 Síntomas característicos de HLB. Fuente: Elaboración propia con información de Bové, J.M., 2006; da Graca, J.V. et al., 2004; Gottwald, T.R., et al., 2007; Martinelli, F. et al., 2012, Quinto Informe de Labores, Senasica, 2011.
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De forma muy general, cuando un árbol de cítricos presenta uno o varios puntos amarillos en sus hojas, frutos pequeños y deformes, con semillas abortadas e inversión de color, probablemente esté infectado con HLB, sin embargo la confirmación de la enfermedad debe llevarse a cabo con métodos de biología molecular.
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Figura 43  Síntomas de HLB observados en hoja de limón persa y mexicano. Fuente: Ficha Técnica HLB, SENASICA 2011.
Características de Diaphorina citri, vector de la bacteria que causa la enfermedad de Huanglongbing
El psílido asiático, Diaphorina citri Kuwuyama (Hemiptera: Psyllidae), es la plaga en cítricos más problemática actualmente alrededor del mundo, debido a que éste es el vector transmisor de la bacteria Candidatus Liberibacter spp., agente causal del Huanglongbing, la enfermedad más devastadora de cítricos en los últimos años. Diaphorina citri Kuwuyama pertenece al Phylum Arthopoda, Clase Insecta, Orden Hemiptera, Familia Psyllidae; conocido comúnmente como psílido asiático de los cítricos.
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Figura 44 Etapas de desarrollo de Diaphorina citri: a) adulto; b) ninfas. Fuente: Ficha Técnica HLB, SENASICA 2011.
La relación entre el agente causal del HLB y el psílido se estableció por primera vez en 1954 por Lin et al., y años más tarde por Martínez y Wallace en 1967. Se sabe que desde el siglo XX, el vector está ampliamente distribuido en las regiones tropicales y subtropicales de Asia, sin embargo el primer reporte de la presencia del psílido en América, ocurrió hacia el año 1940 en Brasil y cincuenta años más tarde fue reportada su presencia en Florida, USA. Actualmente el psílido se encuentra diseminado en todas las plantaciones de cítricos de los Estados Unidos, México, Belice, Costa Rica, el Caribe y gran parte de Sudamérica (Grafton- Cardwell et al., 2013). El siguiente mapa esquematiza lo mencionado anteriormente.
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Figura 45 Distribución mundial de Diaphorina citri, 2009. Fuente: Ministerio de la Producción. Secretaria de la Agricultura, Ganadería, Pesca y Alimentación. Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria. Buenos Aires, Argentina, 2009. 

Particularmente, en nuestro país, la presencia de Diaphorina citri  fue reportada por primera vez en el año 2002 en los estados de Campeche y Quintana Roo. Desde entonces se ha distribuido ampliamente en todas las áreas citrícolas del país. En el año 2003, fue observado en los estados de Nuevo León y Tamaulipas; para el año 2004, la plaga se había extendido hasta los estado de Colima, Querétaro, San Luis Potosí, Tabasco y Yucatán (López Arroyo et al., 2005). Durante 2005 fue registrado en Sinaloa; en 2006 el insecto también fue encontrado en Sonora y Baja California sur (Martínez Carrillo, et al., 2008). En el mes de Junio de 2008, se reportó la presencia de este insecto en la zona urbana de Tijuana Baja California, (Dirección General de Sanidad Vegetal y Sistemas de Alerta Fitosanitaria de la NAPPO 2008), lo que demuestra que en tan solo seis años 2002 a 2008 el insecto se desplazó por todo el territorio nacional. Durante Julio de 2008, el insecto fue observado alimentándose en árboles dispersos y escasos en jardines del área rural del estado de Coahuila, lejos de cualquier zona citrícola (López Arroyo et al., 2008). 
Los datos indican que actualmente se encuentra presente en 688 municipios del territorio nacional. En la Figura 4 se presenta la distribución de Diaphorina citri en México.
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Figura 46 Distribución de Diaphorina citri en México, 2008. En color verde, se señalan los estados donde se ha localizado el vector. Fuente: Ficha Técnica de Diaphorina citri Kuwuyama, Psílido asiático de los cítricos. SAGARPA, SENASICA, SINAVEF, 2008.
En resumen, el ciclo de vida del vector empieza con la ovoposición de alrededor de 800 huevos durante toda su vida por hembra de D. citri en las yemas axilares de los árboles de cítricos, los cuales eclosionan de 2-4 días. Existen cinco estadios larvales, los cuales son completados en un período de 11- 15 días, mientras que el ciclo de vida lleva a cabo de 15 a 47 días, esto dependiendo de la temperatura del medio ambiente. Hembras y machos de D. citri, emergen al mismo tiempo sin protandria ni protoginia. La duración del apareamiento dura alrededor de 20 a 100 minutos y ocurre exclusivamente durante la fotofase y en las yemas axilares. Para el mantenimiento de un rendimiento máximo de reproducción, las hembras necesitan aparearse varias veces, lo cual se logra con la gran cantidad de machos que puedan encontrar a su alrededor, así las hembras una vez que se han apareado, empiezan a ovoposicionar después del 1 día de ocurrido el suceso. El psílido presenta un pico poblacional al final de la primavera e inicios del verano, coincidente con el período de brotes de los cítricos. (García- Darderes, C., 2009; Halbert, S.E. y Manjunath, K.L., 2004; Grafton- Cardwell, E., et al., 2006).
Diaphorina citri tiene preferencia por la familia de las Rutáceas. Afecta especialmente a los cítricos, entre ellos limones (Citrus limon), limón rugoso (C. jambhuri), naranja agria (C. aurantium), pomelo (C. paradisi) y limas (C. aurantifolia). También existen hospederos alternativos, siendo sus preferidos los del género Murraya spp. (Murraya paniculata o comúnmente llamado mirto). Estos son utilizados como plantas ornametanles en parques, plazas y jardines, lo que facilita la propagación del vector (García-Darderes, C., 2009).
Características de Candidatus Liberibacter spp.
Por muchos años, la distribución geográfica del HLB estaba restringida a dos grandes regiones: África y Asia. Hasta el año 2007, el HLB estaba localizado en casi toda África, Asia central, Asia oriental, Asia del Este, América (Brasil, Estados Unidos y México, entre otros (Figura 5), por lo tanto es posible que actualmente la distribución de HLB sea mayor en la época actual (López- Collado, 2013). En el 2013, México reporta la presencia de la enfermedad en los siguientes estados: Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Colima, Hidalgo, Jalisco, Michoacán, Nayarit, Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco y Yucatán (SENASICA, 2013). La Figura siguiente muestra la distribución de HLB en México.
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Figura 47 Distribución mundial de HLB, en color naranja se muestran los países con presencia de HLB. Fuente: Huanglongbing, HLB en México. López- Collado, J. Colegio de Postgraduados, Campus Veracruz. Marzo, 2013
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Figura 48 Distribución de HLB en 13 de los 23 estados citrícolas del país. Fuente: Huanglongbing, HLB en México. López- Collado, J. Colegio de Postgraduados, Campus Veracruz. Marzo, 2013.
Candidatus Liberibacter spp. es parte del subgrupo α de Protobacteria, dentro de la cual se encuentran tanto microorganismos patógenos de plantas (Agrobacterium tumefaciens), simbiontes (Bradyrhizobium spp.) así como patógenos de humanos (Rochalimea spp., Bartonella baciliformis, Brucella abortus, Afipia spp., etc). Los microorganismos de este subgrupo viven en íntima asociación con células eucariotas, y en muchos casos, han adquirido la habilidad de sobrevivir y crecer dentro de un artrópodo que usan como vector, caso muy similar a la bacteria causal de HLB (Bové, J.M., 2006).
Como se ha mencionado anteriormente, existen tres especies de la bacteria causante de HLB: americanus, asiaticus y africanus. En México, se ha reportado la presencia únicamente de la variedad asiática desde el año 2004 (SENASICA, 2013).
Candidatus Liberibacter asiaticus es una bacteria gram negativa, lo que significa que tiene una pared celular compuesta por peptidoglicano, la cual es susceptible a enzimas que la destruyen como la lisozima en condiciones de alta presión hidrostática, (Marsschalk, B., et al., 2001), condición que es encontrada en floema.
A pesar de que la bacteria es no cultivable, se ha podido secuenciar su genoma por medio de herramientas como la metagenómica, lo que ha puesto al descubierto información de este microorganismo: El tamaño del genoma de Ca. L. asiaticus es de 1.23 Mb y tiene en promedio un 36.5% en contenido de GC. La anotación del genoma reveló un alto porcentaje de genes involucrados tanto en motilidad celular (4.5%) como en transporte activo en general (8.0%), lo que probablemente contribuya con su virulencia. En cuanto a la respiración aerobia, Ca. L. asiaticus parece estar limitada en este aspecto, además de ser auxotrófo, en al menos cinco aminoácidos (triptófano, tirosina, leucina, isoleucina y valina). Por otro lado, Ca. L. asiaticus parece carecer de sistemas de secreción del tipo III y IV, lo cual es común en microorganismo de vida libre y aquellos que colonizan plantas, sin embargo Ca. L. asiaticus posee el sistema de secreción tipo I, necesario para la secreción de varios fármacos y toxinas (Yongping- Duan et al., 2009). También se confirmado la cercanía de Ca. L. asiaticus con la familia Rhizobiaceae por análisis filogenéticos de multi- proteínas (Williams et al. 2007; Doddapaneni et al. 2008; Yongping- Duan et al., 2009). No existe indicio alguno que Ca. L. asiaticus actúe como patógeno en la planta, ya que el análisis del genoma no reveló toxinas, enzimas o sistemas de secreción especializados. Es en cambio el estilo de vida intracelular de Ca. L. asiaticus el que describe mejor a éste microorganismo como parasito en lugar de patógeno, en donde las causas de los síntomas de la enfermedad surgen principalmente como resultado de los desequilibrios metabólicos, agotamiento o la interferencia de nutrientes causada por la presencia de Candidatus en el floema (Yongping- Duan et al., 2009).
Se han hecho investigaciones para determinar la localización de Ca. L. asiaticus en plantas de cítricos, demostrando que la localización y cantidad de la bacteria en el mismo árbol no es uniforme, (Texeira et al., 2008; Tatineni et al., 2008). Se ha podido encontrar y cuantificar Ca. L. asiaticus en tejido de corteza, nervadura central de la hoja, raíces y en las diferentes partes frutales y florales de los árboles de cítricos variando de 14 a 137,031 células/μg DNA total, mientras que en el endospermo y en el embrión no se ha encontrado la bacteria (Tatineni et al., 2008).
La figura 7, muestra la distribución de la bacteria en la planta de acuerdo a Li, W. et al (2008):
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Figura 49 Distribución de la bacteria Ca. L. asiaticus en plantas infectadas de limón. Los colores indican la cantidad de bacteria por gramo de muestra. Fuente: Tomado de Li, W. et al 2008. 


Laflèche, D. y Bové, J.M., (1970) con ayuda del microscopio electrónico, fueron los primeros en reportar un agente patógeno dentro del floema, específicamente en los elementos cribosos, se trataba de Ca. L. asiaticus (Figura 8). Años más tarde, Schneider (1981) observó la acumulación masiva de almidón en hojas de cítricos infectados con HLB, explicando que se debía a la necrosis provocada en el sistema vascular de las plantas, específicamente en el floema, por la presencia de la bacteria en este tejido. Se ha observado que la acumulación de almidón en hojas de limón infectado con HLB puede ser incluso 20 veces mayor en comparación con árboles sanos (Etxeberria, E. et al., 2009). Esta acumulación excesiva de almidón en las hojas puede provocar incluso la desintegración del sistema cloroplastos- tilacoides, causando los característicos puntos amarillos en las hojas infectadas (Etxeberria, E. et al., 2009).
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Figura 50 Primeras observaciones de Lafleche y Bove (1970) en microscopio electrónico de Ca. L. spp. dentro de los tubos cribosos de plantas infectadas con HLB. Fuente: Tomado de IVIA.

El almidón es un producto natural de polimerización de azúcares sintetizados en la fotosíntesis durante la fijación del CO2 en tejidos verdes. El almidón se forma por enlaces de glucosa α-1,4, existiendo dos tipos, la forma soluble, que consiste en una pequeña cadena de alfa amilosa sin ramificaciones, y la forma insoluble que está ramificada y que comúnmente se conoce como amilopectina (Smith, A.M., et al., 1987; Wang, T.L., et al., 1998). En células de tejido verde, el almidón se acumula durante el período de luz mientras que se moviliza durante la oscuridad o cuando la actividad fotosintética disminuye, para mantener un flujo constante hacia tejidos heterotróficos (Etxeberria, E. et al., 2009). Sin embargo, en las hojas de los cítricos, la acumulación de almidón ocurre a muy bajos niveles, a cualquier hora del período luz- oscuridad (Yelenosky, G. y Guy, C.L., 1977). Una vez que el almidón se acumula en las hojas de los cítricos, éste no es degrado, ni siquiera durante el período de oscuridad y éste permanece indefinidamente acumulado en las hojas (Etxeberria, E. et al., 2009).
Estudios recientes han demostrado que en plantas de cítricos infectados con HLB, la acumulación de niveles anormales de almidón no está restringida a las hojas, como previamente se había sugerido, sino que existen evidencias de que también cúmulos de almidón se localizan en todos los tejidos de las partes aéreas, incluyendo peciolos, células del parénquima y en tejido vascular incluyendo el floema. Esta nueva información, refuerza la hipótesis de que la presencia de la bacteria altera el metabolismo de los carbohidratos en los cítricos (Etxeberria, E. et al., 2009). Sin embargo, resulta interesante que los niveles de almidón en las raíces de las plantas infectadas, está prácticamente abatido, en comparación con plantas sanas donde los niveles de almidón en raíces aunque mínimos, resultan ser importantes como reservas de energía. La usencia de reservas de almidón en raíces de plantas de cítricos infectados con HLB, parecer ser resultado de una severa disminución del transporte de fotoasimilados hacia la raíz, lo que causa una inanición en la planta, disminuyendo el tiempo de vida en los plantas infectadas (Etxeberria, E. et al., 2009).
Estudios realizados sobre la acumulación de almidón en otras plantas vasculares ha sido asociado con un transporte deficiente a través de los plasmodesmos (Koh et al., 2011). Una mutante de maíz, deficiente en exportación de sacarosa (sxd1), exhibió una acumulación de almidón en los cloroplastos de las hojas y una inhibición en el trasporte simplásmico entre células del tejido vascular y las células del parénquima en venas secundarias de las hojas (Russin, W.A., et al. 1996; Botha, C.E.J., et al. 2000). Por otro lado, la sobreexpresión de proteínas de movimiento en el virus del mosaico de tabaco (TMV), interfiere en la exportación de fotoasimilados desde las hojas de tabaco, e incrementa los niveles de carbohidratos en éstas, lo que se asocia con una oclusión de los plasmodesmos (Almon et al., 1997; Rinne et al., 2005). Recientemente, fue reportado que como consecuencia de la sobreexpresión de glicoproteínas en plasmodesmos, hay una inhibición de propagación de TMV a través de los plasmodesmos, acompañado de una acumulación de almidón y de fotoasimilados en las hojas de tabaco, sugiriendo que el transporte simplástico es necesario para la exportación de fotoasimilados (Zavaliev et al. 2010).
Aunado a la acumulación de almidón en las hojas infectadas con HLB, recientemente se ha observado que también la callosa se acumula, interfiriendo también con el transporte a través de los plasmodesmos (Koh et al., 2011). La pared celular que rodea a los plasmodesmos es rica en callosa, sin embargo altos niveles de callosa puede inhibir el transporte través de ellos. La síntesis de callosa en los plasmodesmos es inducido por estrés tanto biótico como abiótico, infecciones virales, toxicidad por metales, plasmólisis celular y por heridas (Koh et al., 2011; Rinne y Schoot, 2003; Roberts y Oparka, 2003; Sivaguru et al. 2000; Drake et al.1978; Radford et al.1998).
1.2.5. Acciones de control de HLB
El HLB puede ser controlado únicamente con un programa coordinado entre los viveristas, productores y agencias del gobierno. Se tienen que producir plantas de vivero libres de la bacteria y siempre es mejor mantener las plantas madres bajo malla o en invernaderos cerrados, protegidas del vector. Una práctica importante es reducir el inóculo por eliminación de las plantas infectadas (Fundecitrus 2008).
Debe mantenerse vigilancia mediante monitoreo de las poblaciones de los vectores y aplicar medidas de control cuando sea necesario. En árboles maduros se aplican insecticidas sistémicos; aunque el control en árboles maduros no es tan efectivo. Las aplicaciones deben hacerse de tal forma que se eviten efectos adversos sobre insectos benéficos. El control biológico del vector ha tenido éxito mediante el parasitoide Tamarixia radiata importado de África del Sur, pero la presencia de hiperparásitos ha limitado esa forma de control en otras zonas (Ramos- Mendez, C., 2008).
Sin embargo, los actuales métodos de control no eliminan a la bacteria causante de la enfermedad, ya que únicamente se centran en el control del vector y en el hospedero de la bacteria. Actualmente no existe una cura para la enfermedad de HLB, debido principalmente a que la bacteria es no cultivable y a la localización dentro del floema de la bacteria, donde el transporte es altamente selectivo y regulado por mecanismos todavía no claramente conocidos en la entrada del plasmodesmo.

Expresión de antimicrobianos en plantas
La mejora de los cultivos se ha realizado por técnicas tradicionales por cientos e incluso miles de años. Sin embargo, estos métodos tienen la desventaja de ser lentos en la maduración y crecimiento de las plantas, y los frutos suelen presentar incompatibilidad postcigótica, partenocarpia y poliembriones. Además, debido a su biología, la planta no puede incorporar características deseadas de manera rápida utilizando los métodos tradicionales, esto ha sido una clara desventaja en cuanto a obtener plantas resistentes a enfermedades (Febres, V. 2011). Es por ello, que la ingeniería genética ofrece una alternativa viable, usando métodos de transformación que permita obtener en un período relativamente corto plantas genéticamente modificadas, que expresen proteínas o péptidos para conferir resistencia a enfermedades, resistencia a sequía, etc (During, K., 1996; Gurr, S.H. et al., 2005; van der Viezen, E.A., 2001: Montesinos, E., 2007). 
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Tabla 1 Principales variedades de limén, 2011. Fuente: SIAP, 2011

Variedad de | Valor de produccion Produccion (ton), Porcentaje de
limén (miles de pesos) afio 2011 produccion
Timon 3,642,79064 T192316.74 56%

mexicano
Timon persa 2,529,968.06 862,226.94 0%
Limén ftaliano 132,900.03 78,378.10 %
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Tabla 2 Principales paises productores de imon, 2011. Fuente: FAOSTAT, 2013

Posicion | Pais/Region | Valor de la produccion | Produccién Porcentaje de

En-la-produccién-nacion: (1000 USD) (ton.) participacion
familias-mexicanas,-doni
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FRUTOS

Presencia de uno o mas puntos amarilos
(estados tempranos de la enfermedad)
Moteado difuso asimétrico hasta un
amarillamiento completo de la hoja.

Hojas delgadas y clorosis.

Las venas centrales y laterales de las hojas
presentan  un  engrosamiento  y
encorchamiento visible.

Hojas con crecimiento en forma de “orejas
de conejo”

Defoliacion (etapas  avanzadas de la
enfermedad).

Muerte del arbol

Fruto pequefio, asimétrico y deforme.
Hay una inversion de color en los frutos, s
decir ocurre un “enverdecimiento’.

Al realizar un corte perpendicular al axis del
fiuto, se observan las semillas pequefias,
cafés y abortadas

Al realizar un corte transversal al axis del
fiuto, se observa una asimetria y semillas
abortadas.

Fruta con sabor amargo.
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