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Antecedentes.

En México, desde el 2008 se realizan actividades enfocadas a la
deteccion del Huanglongbing (HLB) de los citricos.

Principales actividades :

« Colecta del psilido (Diaphorina citri) vector de la bacteria .

» Huertas comerciales.

» Viveros.

» Zonas residenciales urbanas y rurales.

» Rutas: Carreteras, caminos.
* Los psilidos positivos aparecen en lugares inesperados.
** Ca. Las se ha detectado en muestras de arboles visualmente
sanos en sitios sin registro de la presencia de HLB.

« Busqueda de plantas sintomaticas
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Parte Operativa en Campo
*Muestreo (establecer sitios de muestreo)
*Envio de muestras.

Parte Operativa en Laboratorio
*Rastreabilidad de la muestra.
*Diagnostico:

+Extraccion de ADN

+gPCR

+Resultados (corroboraciones)
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Los meétodos de muestreo son criticos para la deteccion, identificacion vy
cuantificacion de especies de Liberibacter.
Distribucion irregular, titulo o concentracién muy baja en plantas hospedantes.

Establecimi | | Envio | Correcta aplicacion de
ento de correcto de los Procedimientos de
- Tom .
sitios y o atde e la Técnica de
rutas de muestra (ConservaC| DlagnOStICO (preparamon de
J L : k muestras, Extraccion ADN, gPCR, )

\ COWOboramoneS)
Consideraci

. one_s
epidemiol6g Resultados
m Exitosos

Toma de decisiones sobre el manejo de la
enfermedad y del insecto vector.
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Operatividad en Campo
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MUESTRAS DE PSILIDOS

*No recolectar todos los psilidos de una misma planta.
Los psilidos pueden colectarse con un aspirador manual.

eConservarlos en frascos viales con alcohol etilico al 95% o al 75%.

Protocolo de actuacion para la deteccion del Huanglongbing
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MUESTRAS DE PSILIDOS

sEtiquetar los frascos que contengan los psilidos.

a) Asignar un numero consecutivo a las muestras.
(evitar poner datos en el frasco para simplificar el manejo .
y rastreabilidad de las muestras).

b) Se recomienda utilizar lapiz y evitar asi que la etiqueta
se borre.

=sAsegurar que los frascos no presenten fugas de '
alcohol.

=No emplear frascos de vidrio, que pueden sufrir
rupturas si se utiliza servicios de mensajeria.
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Operatividad en Campo
MUESTRAS DE PSILIDOS

Numero consecutivo:
simplifica el manejo de las muestras
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Operatividad en Campo
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE PSILIDOS

Registrar la informacion de cada una de las muestras en un formato que
contenga los datos necesarios para identificar la procedencia de la muestra
(enviar el formato electronico al laboratorio).

A B C D E F G H |
1 2 3 4 5 6 7 3 9
Ho. RUTA {
consEcuTivo| YATTUD | LONGITUD |ESTADO ( MUNICIPIO LOCALIDAD LUGAR s ESPECIE
(-) Limon mexicano
3563 18.91825 |-103.90858 | Colima | Tecoman | Ejide Independencia, El Llano |Comercial ! con espinas
. |Limon mexicano
3569 18.91013 |-103.91163 Colima | Tecoman | Ejdo independencia, El Llano |Comercial (-) con espinas
(<) Limen mexicano
3570 18928566 |-103.90383 Colima | Tecoman | Ejido Independencia, El Llano |Comercial " eon espinas
( Limen mexicano
357 18.91368 |-103.90920 Colima | Tecoman | Ejdo Independencia, El Llano |Comercial "' eon espinas
(-) Limon mexicano
3572 18.91385 |-103.90986 | Colima | Tecoman | Ejide Independencia, El Llano |Comercial ! con espinas
J K L M N 0 P a R B
10 11 12 13 14 15 16 17 18
Mat.
FECHA DE EDAD FORTAIHJERTO SUFERFIG SIHTOHAS Pzilidos
COLECTA |FLAHTACIOH UTILIZADO FASE FEROLOGICA IE {Ha} |OBSERTADDS \:’;‘ i+ MG EEEUE LS
Macrofila ) . 1 0
27106802013 5] Fructificacion 10.00 Moteado Alfredo Cazarez {
2710612013 2 |Macrofia Desarrole | 10.50 | Moteado ! U |Enrique Cazarez ¢
2710612013 g  |Macrofia Fructificacion | 12.50 | Moteado | | O |Ramon Cazarez
M fil 1 0
6213 | 6 acrotia Fructificacion | 1.00 | Moteado Ma. Elena Chacon
Macrofila 1 0 . .
27106802013 2 Desarrolio 5.00 Moteado Antonio Resendiz
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Operatividad en Campo
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS VEGETALES

=Plantas sintomaticas (Sintomas no exclusivos de HLB)
=Plantas asintomaticas (vivero).
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Operatividad en Campo e R
MUESTRAS VEGETALES

sPlantas sintomaticas (Sintomas no exclusivos de HLB)
+Protocolo de actuacién para la deteccién del Huanglongbing.

IX. Exploracion y muestreo del HLB y el Psilido Asiatico de los Citricos
IX.1. Exploracién para deteccidon y muestreo
IX.1.1 Equipo de trabajo
IX.1.2 Materiales
IX.1.3 Superficie a explorar
IX.1.4 Busqueda de sintomas con fines de deteccion
IX.1.5 Sitios de Vigilancia Epidemioldgica Fitosanitaria (SIVEF)
IX.1.6 Muestreo y envio de material vegetativo

#Protocolo de actuacion ante la emergencia por la deteccion del
2 Huanglongbing

V. Plan de reaccién ante un diagnédstico positivo
5.1 Por deteccién en material vegetal
5.2 Por deteccién en psilidos colectados en huertos comerciales y viveros.
5.3 Por deteccién en psilidos colectados en rutas de muestreo (traspatios)

A
VI. Divulgacion del brote
VII. Formacion y movilizacién de brigadas
VIll. Exploracién para delimitaciéon del brote

IX. Manejo del brote
9.1 Deteccion y eliminacién de plantas
9.2 Control sistematico del psilido asiatico de los citricos
9.3 Produccion de yemas y plantas de vivero bajo malla
9.4 Eliminacién de la limonaria
9.5 Rastreabilidad,
9.6 Fundamento legal.

X. Exploracion de seguimiento
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Operatividad en Campo

= Busqueda de Plantas sintomaticas.
#Protocolo de actuacion para la deteccion del HLB.
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. Huertas de plantas jovenes (4 a 10 afos de edad)

Huertas aledainas a cuerpos de agua
Huertas jovenes que estén junto a huertas adultas
Huertas abandonadas

Huertas localizadas cerca de las costas y fronteras.

Huertas localizadas cerca de areas con presencia de HLB
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1.
2.
3.

Limén mexicano y limon persa
Naranja, mandarina, tangelo y tangerina
Pomelo y toronja
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Operatividad en Campo
MUESTRAS VEGETALES
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=Plantas sintomaticas (Sintomas no exclusivos de HLB) |

© Can Stock ™
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Operatividad en Campo
MUESTRAS VEGETALES

~ ™

=Plantas asintomaticas (vivero)

Protocolo de actuacion ante la emergencia por la deteccion
del Huanglongbing

En el momento en que se detecte HLB en un estado citricola, ninguna planta
de citricos que sea producida en viveros que no cuenten con malla
antidfidos podré ser comercializada dentro ni fuera del estado; las plantas
gue tengan en existencia deberan ser analizadas al 100% para HLB a costo
del viverista, o en su caso, proceder a la inmediata erradicacion. Estos viveros
no podran producir y comercializar planta hasta que cuenten con malla
antiafidos
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Operatividad en Campo
MUESTRAS VEGETALES

*Ramas no deben ser viejas ni brotes

recién formados o nuevos.

J

*Debe ser de color verde oscuro y la

corteza debe estar endurecida
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eLas ramas deben tomarse de cuatro

puntos diferentes del arbol.

Wi
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Operatividad en Campo
ENVIO DE MUESTRAS VEGETALES Evitar la oxidacion de las hojas. ”

LABORATORIO

Tercer Taller Internacional sobre Plagas Cuarentenarias de los Citricos. Agosto 27 al 30, 2013. Colima, México.



TOMA Y ENVIO DE MUESTRAS SAGARPA |

Operatividad en Campo
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Evitar la oxidacion de las hojas.

| v

*Asignar una numeracion continua.
*Garantizar que la etiqueta no se borre.
*Datos de la muestra
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Operatividad en Laboratorio
*Rastreabilidad de la muestra;:
Folios usuarios-Datos. Folio Laboratorio.

“ Registro: Bitacora de Diagnostico (folio interno).

FECHA DE RECEPCIONO. MuestriTIPO DE MUESTRA[DEMCIA/RAZON lNOSTICO SOLUCITResultado HLE

1 = =] =] =] E3 =] =
746| 735 23/04/2013 9 psilidos CESV GUERRERO hib Positivo
747 736 23/04/2013 10 psilidos CESV GUERRERO hlb Positivo
748 737 23/04/2013 11 psilidos CESV GUERRERO hlb Positivo
749| 738 23/04/2013 12 psilidos CESV GUERRERO hib Positivo
750 739 23/04/2013 13 psilidos CESV GUERRERO hlb Negativo
751 740 23/04/2013 14 psilidos CESV GUERRERO hlb Negativo
752 741 23/04/2013 15 psilidos CESV GUERRERO hlb Positivo
753| 742 23/04/2013 16 psilidos CESV GUERRERO hib Positivo
754, 743 23/04/2013 17 psilidos CESV GUERRERO hlb Negativo
755 744 23/04/2013 1 VEGETAL |CESV GUERRERO hib Negativo
756 745 23/04/2013 2 VEGETAL |CESV GUERRERO hib Negativo
757 746 23/04/2013 3 VEGETAL |CESV GUERRERO hib Negativo
758| 747 23/04/2013 4 VEGETAL |CESV GUERRERO hib Negativo
759 748 23/04/2013 5 VEGETAL |CESV GUERRERO hib Negativo
760 749 23/04/2013 6 VEGETAL |CESV GUERRERO hib Negativo
761 750 23/04/2013 7 VEGETAL |CESV GUERRERO hib Negativo
762 751 23/04/2013 8 VEGETAL |CESV GUERRERO hib Negativo
763| 752 23/04/2013 9 VEGETAL |CESV GUERRERO hib Negativo
764 753 23/04/2013 10 VEGETAL |CESV GUERRERO hib Negativo
765 754 24/04/2013 1 psilidos cesv puebla HLB negativo
766 755 24/04/2013 2 psilidos cesv puebla HLBE negativo
767 756 24/04/2013 3 psilidos cesv puebla HLB negativo
768 757 24/04/2013 4 psilidos cesv puebla HLBE negativo

5

758 24/04/2013 psilidos cesv puebla HLB negativo
4 4 » | 2013 Hojal 1-2 .-~ 3342 .~ 138-147 .~ 314-363 364-366 - 367466 . 467468 - 469474 - 475

listo
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*Procedimiento de Diagndstico:
Extraccion de ADN-qPCR (PCR)

Purificacion de ADN: ‘
columnas de silice.

: ~— qPCR para la deteccién de
Candidatus Liberibacter
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*Procedimiento de Diagndstico:
Registro de resultados

qPCR para la deteccion de HLBas

Fluo Folio Folio
Well Muestras 3P0 i Cq Mean | Resultado
r Comité estacion

205 FAM 1445 138 2443 Positivo
206 FAM 1446 139 21.78 Positivo
207 FAM Vegetaics 1447 140 2248 Positivo
208 FAM 1448 141 0.00 negativo
209 FAM 1449 142a 0.00 negativo
010 FAM 1443 142b 0.00 negativo
203 FAM 1450 143 39.62 negativo
2 FAM 1451 144 29.12 Positivo
=05 FAM Psilidos 1452 145 0.00 negativo
H FAM 1453 146 0.00 negativo
207 FAM 1454 147 39.49 negativo
=08 FAM NTC 0.00 negativo
H FAM NTC 0.00 negativo
=10 FAM Pos Ctd 1129 2404 Positivo
03 FAM Pos Cid 1129 2379 Positivo

34 138 139 140 144 C+

34 138 139 140 144 C+ 100pb

na
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Correcta aplicacion del
Procedimiento de Diagnadstico

Falsos Negativos: Riesgo de dispersion!!
Falsos positivos

*Preparacion de muestras
*Extraccion ADN
*gPCR -PCR

' Riesgo de Contaminacion |

’ Buenas practicas de laboratorio |

Confiabilidad y reproducibilidad
de los resultados
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Buenas practicas de laboratorio

*Separacion de areas de laboratorio PRE-PCR, PCRy POST-PCR. Equipoy

materiales exclusivos para cada area.

*Superficies limpias antes y después de usarlas (Cloro, alcohol 70%,

DNAzap), lamparas de UV, Material esteril,

I told you man...
we shouldn't have come
to beach.

UV is not good for us..,

Autoclave is olaen!
Run for your lifel
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Laboratorios Oficiales

esEstacion de Cuarentena del CNRF (Querétaro)
¢CNRF (México, D.F.).

¢«CESV-Yucatan.

¢CESV-Colima

8 Laboratorios aprobados por la DGSV. |

LABORATORIO DE ALTA TECNOLOGIA E——_— _g F
DE XALAPA, 5. €. = =
GRUPO NTEGRAL O SERVICOS FTOSANTARIS EVA 5. DE OV

B@ v atea v

L a -
K P §
2 P N4 0
N.L Qrupo de estudios moleculares
2.8, aplicados a la biologia
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DIAGNOSTICO DE HLB
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'ENERO-JULIO 2013 |

Laboratorio Muestras
Oficial analizadas
ENECUSAV 3012
CNRF-Colima 2564
CRNF-Yucatan 4803
CNRF 32
Total 10,411
Laboratorio
Privado
CISEF-Coahuila 158
Biociencia-NL 200
LCRM 289
FITOLAB 1443
CNRFLM 1900
Total 3990

1.062

Positivos
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13,339

Negativos

14, 401

12,551 |

1,850 |
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13 de los 23 estados citricolas del pais.
.‘ Deteccidn del HLB en el estado de Guerrero: 2013
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