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DINAMICA DE LA CONCENTRACION BACTERIANA DE Candidatus
Liberiberibacter asiaticus Y SU EFECTO EN LA EXPRESION SINTOMATICAE
HISTOLOGICA EN CITRICOS AGRIOS Y DULCES E IMPLICACIONES EN EL
POTENCIAL DE INOCULO

Fabiola Esquivel Chavez, Dra.
Colegio de Posgraduados, 2016.
Resumen

Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), bacteria causante del Huanglongbing (HLB),
afecta diferencialmente a todas las especies de citricos. En México, esta enfermedad se
presenta en dos vertientes geograficas del pais, siendo mas prevalente en el Pacifico
infectando limén mexicano (Citrus aurantifolia). La expresion de sintomas y las
alteraciones histolégicas inducidas por CLas son dependientes de la especie citricola; sin
embargo, existe un conocimiento limitado del efecto que tiene la bacteria en la expresion de
sintomas en plantas de limon mexicano (Lm), persa (C. latifolia) (Lp) y naranja dulce (C.
sinensis) (Nd) en funcion de la combinacion injerto-portainjerto, por lo que el objetivo fue
evaluar tres tipos de combinaciones injerto-portainjerto en la expresion de sintomas, la
concentracion bacteriana y su efecto a nivel histolégico en plantas de citricos agrios y dulces
injertadas en tres patrones. Este trabajo se llevd a cabo en laboratorio e invernadero
(INIFAP-C.E. Tecoman) y consistié de tres etapas.

Etapa 1. Se compard el efecto de la vareta procedente de la fuente de indculo y la copa de
citricos agrios y dulces bajo el supuesto de un comportamiento diferencial de las
combinaciones injerto-portainjerto en detrimento de los citricos agrios. Tallos de 0.5cm de
didmetro de limén mexicano infectado naturalmente y procedente de huertos comerciales de
Colima se usaron como fuente de inéculo. La inoculacion se realiz6 por injerto de
aproximacion en plantas de 1 afio previamente establecidas en las combinaciones: Lm/C.
macrophylla (Cm) 6 plantas, Lm/C. volkameriana (Cv) 6 plantas, Lp/Cm 6 plantas, Lp/Cv 6
plantas y Nd/Cv 6 plantas. Por planta se realizd la colecta de dos hojas, una de la seccion
proximal al punto de inoculacion y de la seccion distal, cada 30 dias por 9 meses a partir de
los 24 meses después de la inoculacion (mdi). El analisis foliar se realizd6 de forma
independiente. En cada fecha se registraron los sintomas visuales y se evaluo la severidad en
el dosel mediante una escala de severidad de 5 clases (1=sano (0%), 2=sintomas leves
(25%), 3=sintomas moderados (50%), 4=sintomas fuertes (75%) y 5=sintomas severos
(100%)). Un total de 495 muestras se analizaron molecularmente mediante g-PCR con los
iniciadores que amplifican para el gen 16S DNA ribosomal: HLBas (TCG AGC GCG TAT
GCA ATA CG) y HLBp (GCG TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG), junto con la sonda
HLBr (FAM-AGACGG GTGAGT AAC GCG/3BQHL1). Histoldégicamente se analizaron
4,375 cortes basales de la nervadura central foliar. La concentracion de CLas y anchura de
floema se analizaron bajo un disefio de parcelas divididas (SAS® ver 9.4). Los tres citricos
presentaron variaciones en la expresion visual de los sintomas. Lm/Cm presentd fuerte
clorosis y otros sintomas como punteado clorético, moteado asimétrico, clorosis,
aclaramiento de nervaduras. Fue la Unica combinacion donde ocurri6 muerte de ramas en
tres de cinco plantas. Lm/Cv mostré exclusivamente una moderada clorosis. Los sintomas en
Lp/Cm fueron andlogos a Lm/Cm sin presentar muerte de ramas. Las plantas de Lp/Cv
desarrollaron sintomas de punteado clorético, aclaramiento de nervaduras y moteados



asimétricos. En Nd/Cv los sintomas fueron de leves a moderados, y se presento
principalmente acorchado en hojas. A nivel de severidad en dosel, Lm/Cm fue el mas
afectado con un promedio del 75% a los 32 mdi. En los tres citricos evaluados se presento
una tendencia similar en cuanto al incremento y decremento de la concentracion de CLas en
el tiempo, observandose dos picos importantes de maxima concentracion; el primero a los 25
y 26 mdi y el segundo entre los 29 y 30 mdi. Las combinaciones de Lm/Cm y Lm/Cv
presentaron las mas altas concentraciones siendo estadisticamente diferentes (P=0.001) con
respecto a los otros citricos. Nd/Cv tuvo consistentemente la concentracion mas baja en un
promedio del 57% y 28% con respecto a Lm/Cm y Lp/Cm, respectivamente.
Histologicamente, en Lm/Cm la anchura de floema presentdé el mayor incremento
(93.5£2um) respecto a la combinacion de Nd/Cv (82.5+2um) a los 32mdi, aunque no hubo
diferencia estadistica.

En la Etapa 2 se selecciond Unicamente a Lm por presentar la mayor vulnerabilidad y se
compararon los portainjertos Cm y Cv con naranjo agrio C. aurantium (Ca), bajo la hipotesis
de su tolerancia a la infeccion de CLas y la restriccion histologica para movilidad del
indculo a nivel de rama. El tipo y manejo del in6culo fue analogo a la Etapa 1. Las
combinaciones probadas fueron: Lm/Cm 8 plantas, Lm/Cv 8 plantas y Lm/Ca 8 plantas,
adicionalmente se compard el efecto de seccion basal y distal al sitio de inoculacién
seleccionando de cada planta tres ramas con dos secciones cada una. Se realizaron colectas a
partir de los 12 mdi cada 30 dias, por 9 meses. En cada fecha se registraron los sintomas
visuales y se evalu6 la severidad con la escala indicada previamente. Las muestras se
analizaron molecularmente también mediante g-PCR (1161 muestras totales) e
histoldgicamente (7,875 cortes analizados), bajo un disefio de parcelas divididas (SAS® ver
9.4). Los tipos de sintomas expresados en las distintas combinaciones fueron contrastantes y
consistieron predominantemente en punteado clorético, moteado asimétrico y clorosis leve
en Lm/Cv; moteado albino (3/7 plantas) y aclaramiento de nervaduras en Lm/Ca; muerte de
ramas (7/7) y muerte de plantas (5/7) en Lm/Cm. A nivel dosel, la mayor severidad se
observo en Lm/Cm (60-100% dosel sintomatico). En promedio la mayor concentracion fue
1.1X10° copias CLas/pl en la combinacién de Lm/Ca en cinco fechas (P=0.001). En general
se detectd una tendencia inversamente proporcional a la expresién sintomatica. Esta
tendencia sobresalié en Lm/Cm. A mayor severidad (100%) menor concentracion de CLas
(Lm/Cm 4.2X10°, 18 mdi) y a menor severidad (50%) mayores titulos bacterianos (Lm/Cm
2.0X10% 12 mdi). La combinacién Lm/Ca se asoci6 con cierta tolerancia a CLas debido a
que tuvo los titulos mas altos de la bacteria (P=0.001) en cinco de nueve fechas pero una
menor expresion de sintomas severos. A nivel histoldgico la anchura promedio del floema
fue menor en Lm/Ca (74+2um) con respecto a Lm/Cv 80+x2um y Lm/Cm 84+2um, aunque
no hubo diferencias estadisticas. En Lm/Ca el promedio de hiperplasia fue similar en las
regiones proximal y distal de las ramas (762 pum), en contraste con las otras combinaciones
de Lm/Cv y Lm/Cm donde el incremento de la hiperplasia fue mayor en la seccion proximal
(822 um), lo que sugiere un efecto histoldgico restrictivo de movilidad del inéculo.

Etapa 3. Se selecciond naranja dulce por la deteccion de una condicién asintomatica en el
centro de México y se evalué Cv uno de los portainjertos menos vulnerable segln etapas
previas en comparacion con el naranjo agrio (Ca), el portainjerto regional, incluyendo
ademas la comparacion del indculo putativo asintomatico (CLas-P) con dos sintomaticos
procedentes de Jalisco (CLas-J) y Quintana Roo (CLas-Q). Este experimento consistio de 10
plantas por fuente de indculo, los cuales se injertaron como la etapa 2, con las
combinaciones Nd/Cv y Nd/Ca. A partir de los tres mdi se colectaron muestras cada 30 dias
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por 5 meses. Secuencialmente, se seleccionaron hojas ascendentemente a partir de la base de
una rama seleccionada por planta. En cada fecha se registraron los sintomas visuales y se
evalud la severidad en dosel. Las muestras se analizaron molecularmente mediante g-PCR
(430 muestras totales) e histolégicamente (1,350 cortes foliares analizados), bajo un disefio
de parcelas divididas (SAS® ver 9.4). Los tipos de sintomas expresados en las distintas
combinaciones fueron contrastantes y consistieron en aclaramiento de nervaduras y clorosis
ligera en Nd/Ca, moteado difusos, moteado albino y clorosis en Nd/Cv. La expresion de
sintomas inicié entre los 101 y 135 ddi. La combinacién Nd/Ca con CLas-P mantuvo su
condicidon asintomética. La concentracion bacteriana presento fluctuaciones en las diferentes
fechas de muestreo en un rango de 3.1x10* a 6.6X10°. No se presentaron diferencias entre
patrones con respecto al in6culo, pero si entre fuentes de inoculo, siendo mayor y
estadisticamente diferente en CLas-J. Con este inoculo, la méxima concentracion se detecto
en Nd/Cv a los 122 ddi con 6.6X10° Se observé un efecto diferencial en la anchura del
floema inducida por CLas segun la fuente de indculo con respecto al testigo sano. El efecto
promedio fue de 38%, 28% y 27% para CLas-J, CLas-Q y CLas-P, respectivamente. La
mayor alteracion se observo en CLas-J (42+2 um), lo que coincide con la alta concentracion
de CLas. La combinacion Nd/Ca se asocio con cierta tolerancia a CLas debido a titulos altos
de la bacteria (1.1X10° copias CLas/pl a los 4 mdi) con nula expresion de sintomas (CLas-
P) o baja expresion de sintomas en CLas-J y CLas-Q (<25%).

En general, las evidencias experimentales de este trabajo demuestran que existe un efecto
del portainjerto en la expresion de sintomas, pero ademas una agresividad de CLas en
términos histologicos y multiplicativos dependiendo de la fuente de inéculo, siendo ClLas-J
el més agresivo. La secuenciacion molecular de muestras iniciales y finales del experimento
2 confirmé la invariabilidad de la fuente de indculo provenientes de Colima (NUmero de
accesion registrada en GenBank: KU159087 publicada el 10 mayo 2016).

Palabras clave: Huanglongbing, Citrus aurantium, C. volkameriana y C. macrophylla.



DYNAMICS OF BACTERIAL CONCENTRATION OF Candidatus Liberiberibacter
asiaticus AND ITS EFFECT ON THE SYMPTOMATIC AND HISTOLOGICAL
EXPRESSION IN SOUR AND SWEETS CITRUS FRUITS AND IMPLICATIONS IN
THE INOCULUM POTENTIAL

Fabiola Esquivel Chavez, Dra.
Colegio de Posgraduados, 2016.
Abstract

Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), causing bacteria of Huanglongbing (HLB),
differentially affects all citrus species. In Mexico, this disease occurs in two principle
geographical regions, being more prevalent on the Pacific in Mexican lime (Citrus
aurantifolia). The expression of symptoms and histological alterations induced by CLas
depends on the citrus species; however, there is limited knowledge of the effect that the
bacteria has in symptom expression in plants of Mexican lime (Lm), Persian (C. latifolia)
(Lp) and sweet orange (C. sinensis) (Nd) based on graft-rootstock combination. In this
sense, the aim of this research was to evaluate three types of graft-rootstock combinations
about the expression of symptoms, bacterial concentration and its histological effect in
grafted plants of sour and sweet orange in three patterns. This investigation was carried out
in laboratory and greenhouse and consisted of three stages.

Stage 1. The effect of vareta from the source of inoculum and the cup of sour citrus and
sweet under the assumption of a differential behavior of graft-rootstock combinations
detriment of sour citrus were compared. Stems of 0.5 cm diameter and naturally infected
Mexican lime from commercial orchards of Colima were used as a source of inoculum.
Inoculation was by approximation grafting 1 year old plants previously established in the
combinations: Lm/C. macrophylla (Cm) 6 plants, Lm/C. volkameriana (Cv) 6 plants, Lp/Cm
6 pants, Lp/Cv 6 plants, Nd/Cv 6 plants. The was collected two leaves by plant from, one of
the proximal section at the inoculation site and the second from the distal section. It was
accomplished every 30 days for 9 months from 24 months after inoculation (mdi). Foliar
analysis was performed independently. On each date, visual symptoms were recorded and
severity in the canopy was assessed using a severity scale of 5 classes (1=healthy (0%),
2=mild symptoms (25%), 3=moderate symptoms (50%), 4=strong symptoms (75%) and
5=severe symptoms (100%)). A total of 495 samples were analyzed molecularly by g-PCR
with primers that amplify for the 16S ribosomal DNA: HLBas (TCG AGC GCG TAT GCA
ATA CG) and HLBp (GCG TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG), together with probe
HLBr (FAM-AGACGG GTGAGT AAC GCG/3BQH1). 4,375 histologically basal cuts of
the leaf midrib were analyzed. CLas concentration and phloem width were examined under a
split plot design (SAS® see 9.4). The three citrus showed variations in the visual expression
of symptoms. Lm/Cm presented strong chlorosis and other symptoms such as chlorotic
stippling, asymmetric mottled, chlorosis, clearance ribs. This was the only combination
where death of branches occurred in three of five plants. Lm/Cv showed only mild chlorosis.
Symptoms in Lp/Cm were similar to Lm/Cm without presenting death of branches. Plants
Lp/Cv developed symptoms of chlorotic stippling, ribs and asymmetrical clearance mottling.
Nd/Cv symptoms were mild to moderate and befell mainly corked in leaves. A dossal
severity level, Lm/Cm was the most affected with an average of 75% to 32 mdi. The three
citrus especies evaluated showed a similar trend related to the increase and decrease of CLas
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concentration during time, observing two major peaks of maximum concentration; the first
at 25 and 26 mdi and the second between 29 and 30 mdi. Combinations of Lm/Cm and
Lm/Cv had the highest concentrations being statistically different (P=0.001) compared to
other citrus fruits. Nd/Cv consistently had the lowest concentration by an average of 57%
and 28% compare to Lm/Cm and Lp/Cm, respectively. Histologically, in Lm/Cm phloem
width showed the highest increase (93.5x2um) regarding the combination of Nd/Cv
(82.5x2um) to the 32mdi, although there was no statistical difference.

In Stage 2, only Lm was selected for showing greater vulnerability. Cm and Cv rootstocks
were compared with sour orange C. aurantium (Ca), under the hypothesis of tolerance to the
infection of CLas and histological restriction for inoculum mobility at the branch level. The
type and management of the inoculum was analogous to Stage 1. The combinations tested
were: Lm/Cm 8 plants Lm/Cv 8 plants, Lm/Ca 8 plants, additionally the effect of basal and
distal section compared to the site of inoculation selecting three branches of each plant with
two sections each. Collections from 12 mdi every 30 days for 9 months were performed. On
each date, visual symptoms were recorded and severity was assessed with the scale
previously indicated. The samples were analyzed molecularly also by g-PCR (1161 total
samples) and histologically (7,875 cuts analyzed), under a split plot design (SAS® see 9.4).
The types of symptoms expressed in different combinations were contrasting and consisted
predominantly in chlorotic stippling, asymmetric slight mottling and chlorosis in Lm/Cy;
spotted albino (3/7 plants) and clearance ribs Lm/Ca; death of branches (7/7) and death of
plants (5/7) in Lm/Cm. At dossal level, the greater severity was observed in Lm/Cm (60-
100% symptomatic dossal). On average the highest concentration was 1.1X10° CLas
copies/ul in the combination of Lm/Ca in five dates (P=0.001). In general, an inversely
proportional tendency to the symptomatic expression was detected, stood at specially in
Lm/Cm. As greater severity (100%) lower concentration CLas (Lm/Cm 4.2X105, 18 mdi)
and as less severity (50%) higher bacterial titers (Lm/Cm 2.0X104 12 mdi). Lm/Ca
combination was associated with a certain tolerance to CLas because it had the highest titers
of bacteria (P=0.001) in five of nine dates but lower expression of severe symptoms.
Histologically the average width of the phloem was lower in Lm/Ca (74+2um) with respect
to Lm/Cv 80+2um and Lm/Cm 84+2um, although there was no statistical difference. In
Lm/Ca average hyperplasia was similar in the proximal and distal regions of the branches
(76£2um), in contrast to other combinations of Lm/Cv and Lm/Cm where increased
hyperplasia was higher in the proximal section (82+2um), suggesting a restrictive
histological effect of the inoculum mobility.

Stage 3. Sweet orange was selected because of the detection of an asymptomatic condition
in central Mexico and Cv was evaluated as one of the least vulnerable rootstocks according
to previous stages compared with the sour orange (Ca), the regional rootstock, including as
well the comparison of asymptomatic putative inoculum (CLas-P) with two symptomatic
from Jalisco (CLas-J) and Quintana Roo (CLas-Q). This experiment consisted of 10 plants
per source of inoculum, which were grafted as in stage 2, with the combinations: Nd/Cv and
Nd/Ca. From the three mdi samples they were collected every 30 days for 5 months.
Sequentially, ascending leaves were selected from a selected the base branch per plant. On
each date, visual symptoms were recorded and dossal severity was assessed. Samples were
analyzed molecularly by g-PCR (430 total samples) and histologically (1,350 cuts analyzed),
under a split plot design (SAS® see 9.4). The types of symptoms expressed in different
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combinations were contrasting and consisted in clearance ribs and slight chlorosis in Nd/Ca
and diffuse mottled, mottled albino and chlorosis Nd/Cv. The expression of symptoms
started between 101 and 135 ddi. The Nd/Ca combination with CLas-P maintained its
asymptomatic condition. The bacterial concentration showed fluctuations at different
sampling dates in a range of 3.1x10* to 6.6X10°. No differences between patterns with
respect to inoculum were presented, but between sources of inoculum, being higher and
statistically different CLas-J. With this inoculums, maximum concentration was detected in
Nd/Cv to 122ddi with 6.6X10°. A differential effect on CLas width phloem induced by the
inoculum source was observed, with respect to the healthy control. The average effect was
38%, 28% and 27% for CLas-J, CLas-Q and CLas-P, respectively. The major alteration was
perceived in CLas-J (42+2 pum), which coincides with the high concentration of CLas. The
Nd/Ca combination was associated with a certain tolerance CLas due to high titers of
bacteria (1.1X10° copies CLas/ul at 4 mdi) with no expression of symptoms (CLas-P) or low
expression of symptoms in CLas-J and CLas-Q (<25%).

In general, the experimental evidence of this study evidence that there is an effect of the
rootstock in the expression of symptoms, but also aggressiveness CLas in histological and
multiplicative terms depending on the source of inoculum being CLas-J more aggressive.
The molecular sequencing of initial and final samples of experiment 2 confirmed the
invariance of the inoculum source from Colima (Accession number registered in GenBank:
KU159087 published on May 10, 2016).

Keywords: Huanglongbing, Citrus aurantium, C. volkameriana and C. macrophylla.
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Capitulo 1

1. Revisién de literatura
1.1 Los citricos en México

La citricultura en México es una actividad de gran importancia econémica y social
dentro de la fruticultura nacional. Esta actividad se realiza en poco més de medio millén de
hectareas (560,604.13 ha) en regiones tropicales y sub-tropicales en 23 entidades
federativas. Se estima una produccién de 7,656,535.65 t de fruta con un valor de
17,189,712.87 millones de pesos anuales. Esta producciéon a mantenido a México en quinto
lugar de citricos a nivel mundial (SIAP, 2016) (Cuadro 1.1). De esa superficie,
aproximadamente 80% se destina a los denominados citricos dulces, cuya produccion es de
4.5 millones de toneladas anuales, principalmente de naranja (68% del total). Del resto de la
superficie establecida, el 20.5 % corresponde a limén mexicano, 8% a toronja, 5.2% a limon
persa, 5% a mandarina y 4% a tangerina. El cultivo de citricos dulces representa una fuente
importante de ingresos en las zonas rurales. Los estados de mayor importancia en la
produccion son Veracruz (55% del total nacional), San Luis Potosi y Tamaulipas, que en
conjunto representan 22% de la superficie sembrada y cosechada, asi como Puebla y Nuevo

Ledn (Trujillo-Arriaga et al., 2008).



Cuadro 1.1. Produccion de citricos en México SIAP 2015.

Cultivo Nombre cientifico Sup. Sup. Produccién  Rendimiento Valor de la
Sembrada Cosechada (Ton) (Ton/Ha) produccién
(Ha) (Ha) (Miles de Pesos)

Lima Citrus micrantha 1,672.1 1,625.9 17,821.3 10.9 43,277.1

Limén Citrus aurantifolia 171,608.8 154,803.2 2,187,257.2 14.1 8,989,668.5
Mandarina  Citrus reticulata 21,550.4 21,227.5 297,326.4 14.0 421,496.2

Naranja Citrus sinensis 334,849.1 321,683.3 4,533,427.8 14.1 6,727,474.1
Tangelo Citrus x tangelo 5,060.0 4,565.0 97,222.0 21.3 122,005.7
Tangerina  Citrus x tangerina 12,692.50 12,428.50 194,712.19 15.7 362,547.3
Toronja Citrus paradise 18,050.9 16,201.1 424,678.1 26.2 642,847.5
Citricos Citrus 180.14 169.06 1,312.5 7.76 2,401.76

Total 565,664.1 532,703.8 7,753,757.6 124.1 17,311,718.2

1.1.1 Naranjadulce

La naranja Valencia, Citrus sinensis (L.) Osbeck, es una especie que pertenece a la
familia Rutaceae subfamilia Aurantoideae, género Citrus, el cual se divide en los
subgéneros Citrus y Papeda, con la diferencia que este ultimo presenta gotas agrias de aceite
en las vesiculas de la pulpa. La mayoria de las especies conocidas pertenecen al subgénero
Citrus, ademas de C. hystrix y C. macroptera pertenecientes a Papeda (Rocha-Pefia y

Padron-Chavez, 2009).

Las variedades cultivadas en México son la Valencia, la Navelate y la Navelina. La
naranja Valencia o Valenciana entra en produccion en mayo, es jugosa y dulce y por ello
muy orientada a la produccion de jugo. La navelate se produce a partir de febrero y es una
fruta destinada a la mesa del consumidor que suma a sus atributos un grado de acidez que
estimula al paladar. Por su parte, la navelina sirve tanto para la mesa como para la
produccién de jugos. Es altamente valorada porque tiene una produccién muy alta que inicia
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en diciembre (Rocha-Pefia y Padron-Chavez, 2009). Veracruz es lider en produccién, con
mas de la mitad del total nacional (2.1 millones de toneladas). Sonora es donde se da el

mejor rendimiento nacional, con 25 toneladas por hectarea (SIAP, 2016).

1.1.2 Limo6n mexicano

El limén mexicano pertenecen al grupo de las limas acidas. Su adaptacion a regiones
tropicales las hace sensibles a bajas temperaturas. El limén mexicano Citrus aurantifolia
(Christm) Swingle, puede ser propagado por semilla o vegetativamente. Los arboles son
vigorosos, con muchas espinas. Las hojas son pequefias y redondas. Las flores son blancas
con pétalos curvados hacia el eje de la flor; florece todo el afio (Agusti, 2003; Orozco-Santos

etal., 2014).

En 2015 se reportaron aproximadamente 81,221 ha con limén mexicano. Los principales
estados productores son: Michoacan con 42,931 ha, Colima 18,996 ha, Oaxaca 8,498 ha y
Guerrero 6,856 ha (SIAP, 2016). La produccién anual de fruta de limén mexicano supera el
millon de toneladas con un valor superior a los 3 mil millones de pesos. Esta agroindustria
genera una gran cantidad de empleos en los diversos eslabones que integran el sistema
producto, como son actividades en campo, en las empacadoras, industria, transporte y

comercializacion de fruta o de subproductos (Manzanilla et al., 2015; Robles et al., 2011).

1.1.3 Limon persa

El limon persa, Citrus latifolia L., se agrupa también dentro de las limas acidas. Son
arboles vigorosos y frondosos, de desarrollo arbustivo con ramas inclinadas y pequefias

espinas. Las hojas son largas, elipticas y muy aserradas en proximidad del apice. Las flores



son de tamafio medio y color blanco; florecen todo el afio con dos a tres flujos de floracion

masiva (Amoros, 2003; Agusti, 2003; Orozco-Santos et al., 2014).

En México, el limon persa con una superficie de 78.5 mil hectareas y una produccion de
920 mil toneladas, ocupa el tercer lugar y el valor de la produccion se estima en 2.2 mil
millones de pesos (SIAP, 2016). Se cultiva en estados del Pacifico y Golfo del pais y

Veracruz es el principal productor.

1.2 Portainjertos

Los portainjertos o patrones son las plantas de soporte, en las que se injerta una yema o
vareta proveniente de otra planta que se desea propagar como variedad. El portainjerto dara
origen al sistema radical y parte del tronco, es el que da soporte al arbol, anclandolo al suelo,
y es el responsable de la absorcion y nutrientes del suelo; mientras que la variedad formara
la estructura aérea y dara la produccion. Los patrones de los citricos aportan tres
caracteristicas importantes a las variedades: 1. Reducen el periodo de juvenil de los arboles,
2. Mejoran la adaptacion al ambiente, 3. Comportamiento agronémico (Amoros, 2003;

Agusti, 2003; Orozco-Santos et al., 2014).

El portainjerto citrico es un componente importante debido a que confiere resistencia o
tolerancia a diferentes condiciones bidticas y abidticas (Castle, 2010). El uso del injerto,
permite usar un arbol resistente a enfermedades y plagas pero con baja calidad de fruta como
el patron o sostén de otro arbol con fruta de alta calidad, que se injerta sobre el primero

(Agusti, 2003).

La seleccién del patron representa, en la actualidad, un aspecto fundamental en la

citricultura. Los portainjertos de los citricos influyen en la absorcion de nutrimentos,
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resistencia o tolerancia a plagas y fitopatdgenos, asi como tolerancia a sequia. El portainjerto
puede hacer la diferencia entre una huerta productiva y una no productiva. Actualmente, son
numerosas las especies empleadas como portainjertos entre ellos: Poncirus trifoliata, Citrus
macophylla, citrange “carrizo”, mandarina Cleopatra, Citrus volkameriana y naranjo agrio

(Amords, 2003; Agusti, 2003; Orozco-Santos et al., 2014).

1.2.1 Caracteristicas de los portainjertos mas utilizados en México

La aparicion de enfermedades graves de los citricos, fue el principal motivo que ha
llevado a la busqueda de patrones que hicieran posible la continuidad del cultivo. El
comportamiento de los citricos frente a las enfermedades estd condicionado, por el
portainjerto (Cuadro 1.2). Un ejemplo de ello es el naranjo agrio el cual es muy conocido
por sus excelentes atributos agronémicos junto con su principal factor limitante, la
susceptibilidad al virus de la tristeza de los citricos. Ese virus fue responsable de la
eliminacién de industrias de citricos en lugares como Australia, Argentina, Brasil, Estados
Unidos, la region mediterranea y Africa del Sur (Castle, 2010). En México, donde la
epidemia del virus no se present6 a un nivel perjudicial, el naranjo agrio sigue siendo el
portainjerto predominante sobre todo en huertos viejos (Rivas et al., 2010). Actualmente ya

no es muy utilizado en viveros (Orozco-Santos et al., 2014).



Cuadro 1.2. Principales portainjertos y su relacion con enfermedades de los citricos.

Caracteristicas de la planta

Enfermedades

Patrén Comportamiento en
vivero Atributos Exigencias .
- g Susceptiblea  Tolerante a
agronémicos ambientales
. . Induce arboles de porte  Tolerante a la CTV Phytophthora
Naranjo agrio . . .
Citrus Vigoroso desarrollo medio, precoces y sequia y suelos ssp.
. vertical, tallo dnico. longevos. Sistema salinos. Exocortis
aurantium ; . .
radical superficial. Xyloporosis
L, Induce un porte  Susceptibilidad CTV Exocortis
Limoén . . . .
. vigoroso, precocidad y alta al frio y tolera  Xyloporosis Phytophthora
macrofila . .
Citrus Vigoroso desarrollo. alta productividad. la falta de Tylenchulus ssp.
Presenta un sistema humedad por semipenetrans
macrophylla . .
radical profundo. periodos largos.
Limon . Induce arboles Susceptibilidad Tylenchulus CTV
. Vigoroso desarrollo . . . . .
volkameriano , vigorosos de buena media al frio. semipenetrans Exocortis
. antes y después de - .
Citrus iniertar produccion, aunque de  Tolera suelos Blight
volkameriana ) ' calidad media. salinos y calizos.  Xyloporosis
Induce arboles Tolerante al frioy Armillaria Exocortis
Mandarina Desarrollo lento antesy  vigorosos de menor a los suelos mellea Phytophthora
cleopatra después de injertar, altura, produccion salinos. Ssp.
Citrus reshni  tallo Unico. tardia con frutos Xyloporosis
pequefios.
Naranja . . Induce arboles de porte No se adapta a Exocortis CTV
. Vigor medio, . . e
trifoliada . medio y de baja suelos calcicos. Radopholus Phytophthora
. desarrollo vertical y L L
Poncirus produccion. similis ssp.
o lento.
trifoliata
L - Induce &rboles de No se adapta a Phytophthora  Exocortis
Limén rugoso  Desarrollo rapido . . . .
. . produccion media Yy suelos salinos Ssp. Xyloporosis
Citrus x uniforme, con tallo . . I
. .. L baja calidad. Armillaria
jambhiri anico.
mellea

Stover and Castle, 2002; Amords, 2003; Agusti, 2003; Castle, 2010; Orozco-Santos et al.,

2014.

1.3 Enfermedades de los citricos

En México se han descrito al menos 50 patdégenos que causan dafios a los citricos; sin

embargo, solo algunos se consideran de importancia econdmica 0 tienen una ocurrencia

variable o elevada (Orozco-Santos et al., 2013).



En los ultimos afios, los citricos han estado bajo el riesgo de plagas y enfermedades de
importancia cuarentenaria (SENASICA, 2011). Entre los casos diversos actualmente con
regulaciones por parte del gobierno de México destacan: el virus tristeza de los citricos
(CTV) y su vector el pulgon café de los citricos (Toxoptera citricida) (Rivas et al., 2010), el
virus de la leprosis de los citricos (CiLV) y sus vectores, acaros pertenecientes al género
Brevipalpus (Mora y Santillan, 2013); el Huanglongbing de los citricos (HLB) o “dragéon
amarillo” y sus vectores los psilidos Diaphorina citri y Trioza erytreae (SENASICA, 2010).
Si bien en la actualidad no existe cura absoluta para el HLB, la SAGARPA, a través del
SENASICA vy los gobiernos estatales, ha emprendido un ambicioso programa para su
prevencion y contencion (Mora-Aguilera et al., 2014); ademas, se avanza en las
investigaciones para desarrollar materiales genéticos tolerantes a la enfermedad (DGSV-

SENASICA, 2014).

1.3.1 EIl Huanglongbing

El Huanglongbing de los citricos se encuentra presente en 39 paises de los continentes
Asiatico, Africano y Americano; sin embargo, la especie Candidatus Liberibacter africanus
se distribuye en Africa y Asia; Candidatus Liberibacter americanus sélo se encuentra en
Brasil al igual que Candidatus Liberibacter caribbeanus en Colombia. Por su parte la especie
de mayor distribucion Candidatus Liberibacter asiaticus; se encuentra ampliamente
distribuida en Asia de donde es originario, asi como en Sudamérica, Centroamérica y

Norteamérica (Santivariez et al., 2014; EPPO, 2015) (Cuadro 1.3).



Cuadro 1.3. Ocurrencia de Candidatus liberibacter en el mundo.

Temperatura
Especie Temperatura Vector desarrollo Ocurrencia Deteccién Cita
vector
_ Gandidatus 2540°c  Daphorina China 1890  Zhao, 1981
Liberibacter asiaticus citri
. . . 25-28 °C. Taiwan y las
_ Candidatus 25.40°c  Draphorina islas 1950 Otake, 1990
Liberibacter asiaticus citri .
Filipinas
CamelitEs Trioza Garnier et
Liberibacter 22-25°C 20-24 °C Sudéfrica 1990
. erytreae al., 2000
africanus
_ Candidatus | 25.40°c  D'apnorina India 1996 Bové, 2006
Liberibacter asiaticus citri
Candidatus o Diaphorina . Coleta-Filho
Liberibacter asiaticus 25-40°C citri ikl ALY et al., 2004
_ candidatus | 25.40°c  D'apnorina Estados 2005 Bové, 2006
Liberibacter asiaticus citri unidos
Candidatus . . ..
Liberibacter 25.40°c  Diaphorina Brasil o005 epeiraet
. citri al., 2005
americanus
Candidatus o Diaphorina Da Graca,
Liberibacter asiaticus 25-30°C citri Cuba 2006 2008
_ F:andldatu_s _ 2530 °C Dlap_ho_rlna Belice 2009 SENASICA,
Liberibacter asiaticus citri 5.8 °C 2009
Candidatus . Diaphorina ' L SENASICA,
Liberibacter asiaticus 22-30°C citri Mexico 2009 2009
Candidatus o Diaphorina OIRSA,
Liberibacter asiaticus 25-30°C citri LG 2010 2011
Candidatus o Diaphorina . OIRSA,
Liberibacter asiaticus 25-30°C citri Costa Rica 2011 2011
Candidatus o Diaphorina . OIRSA,
Liberibacter asiaticus 25-30°C citri Argentina AU 2014
. (_:andldatu_s . 25-30 °C Dlap_h o_rma Paraguay 2013 EPPO, 2015
Liberibacter asiaticus citri
Candidatus Diaphorina
Liberibacter 25-40 °C (F:)itri Colombia 2014 EPPO, 2015

caribbeanus

Una planta o arbol de citricos que ha sido infectado con HLB no tiene cura,

irremediablemente disminuira su produccion en calidad o cantidad, y después eventualmente

detienen su desarrollo y produccién de calidad a un nivel no rentable. D. citri esta

practicamente en cualquier entidad donde se cultiva citricos en México, y el HLB se ha



detectado, en campo y en areas urbanas de 22 estados citricolas del pais, existe un riesgo
elevado de dafio para la citricultura nacional (Salcedo et al. 2010, SENASICA, 2016)
(Figura 1.1). Para disminuir los riesgos del dafio por HLB en la citricultura mexicana la
DGSV-SENASICA ha realizado una propuesta para hacer un manejo regional de este
problema (SENASICA-LANREF, 2012). Estas medidas regionales incluyen el uso de
plantas sanas (libres de la bacteria), control del vector en Areas Regionales de Control
(ARCQO’s) mayores a 500 ha y eliminacién de plantas enfermas entre otros (Salcedo et al.
2010, Mora-Aguilera et al. 2014; DGSV-SENASICA, 2014). El control de D. citri se basa
primordialmente en el uso de aceites e insecticidas organosintéticos (Lopez-Arroyo et al.,
2010). Sin embargo, el uso irracional de estos ultimos puede incrementar los riesgos de
seleccion de resistencia por el psilido, se puede perturbar el equilibrio de otras plagas y sus
enemigos naturales por ejemplo mosca prieta y acaros, se puede ocasionar contaminacion
ambiental y dafio directo al hombre (Grafton-Cardwell et al., 2013; VVazquez-Garcia et al.,
2013). Conociendo la situacién de la citricultura nacional y el HLB, se considera importante
evaluar estrategias de control alternativo a D. citri y dentro de éstas el control bioldgico es
una alternativa con potencial (Lopez-Arroyo et al. 2008; Cortez-Mondaca et al., 2010;

Casique-Valdes et al., 2011; DGSV-SENASICA, 2014).



%

Ausente
- Presente en vegetal y psilidos
%%/ Presente sélo en psilidos

Figura 1.1. Estatus de la distribucion del HLB y su vector en México. Créditos: SENASICA
2016. http://sinavef.senasica.gob.mx/SIIVEF/HLB.aspx.

1.3.2 Sintomas foliares

Los sintomas inducidos por Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) en citricos son
variables y pueden ser similares a los causados por deficiencias nutrimentales y otros
patdgenos sistémicos. Los arboles afectados usualmente desarrollan uno o méas brotes
amarillos, de ahi el nombre de la enfermedad. Las hojas afectadas desarrollan un patrén de
areas amarillas y verdes sin limites definidos, dando apariencia de un moteado con un patrén
asimétrico, siendo el sintoma mas caracteristico en hojas de arboles enfermos (Esquivel-
Chéavez et al., 2012). Las hojas también pueden llegar a ser mas gruesas, con venas dilatadas
y apariencia corchosa. Los sintomas varian de acuerdo al citrico (Cuadro 1. 4), tiempo de
infeccion, la etapa de la enfermedad, etc. y pueden ser confundidos o enmascarados con los

sintomas de otras enfermedades como deficiencias de minerales como zinc, hierro,
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manganeso, calcio, etc. (Bové, 2006). Sin embargo, la presencia del patdgeno debe ser

confirmada con métodos moleculares.

Cuadro 1.4. Variacion de la expresion sintomatica en citricos infectados por CLas en

México.

Citrico

Sintomas iniciales

Sintomas severos Sintomas tipico

Limoén mexicano

Citrus aurantifolia *

Limon persa

Citrus latifolia?

Naranja dulce

Citrus sinensis*

Punteado clorético

Mancha angular,

moteado difuso leve

Mancha angular

Moteado difuso, engrosamiento de
nervaduras, brotes nuevos deformes y
cloréticos, amarillamiento
generalizado de la lamina foliar,
clorosis, defoliacion, muerte de ramas

y posterior muerte.

Moteado difuso, engrosamiento y
acorchado de nervaduras, brotes
nuevos deformes y cloréticos,
amarillamiento generalizado de la

lamina foliar, clorosis, y defoliacion.

Moteado difuso, engrosamiento y
acorchado de nervaduras, hojas con

aspecto coriaceo y clorosis.

'Esquivel-Chéavez et al., 2012; “Flores-Sanchez et al., 2015.

En lim6n mexicano existen estudios en huertos con manejo tecnificado y baja

tecnologia, en los que asociaron la severidad de los sintomas en relacion a la concentracion

de clorofila en arboles sintomaticos, tomando como referencia cinco clases de severidad en

el dosel (0, 25, 50, 75 y 100%). En los que reportan un efecto detrimental de clorofila en

funcién de severidad con 24.9% reduccion en hojas sintomaticas (100%) y de 1.3% en hojas
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asintomaticas (25%); asi mismo, la produccion se redujo un 61% y 35.3% en baja tecnologia
y manejo tecnificado, respectivamente. Este estudio sugiere que el efecto fisiologico en
limén mexicano es diferenciado por cronicidad-severidad del HLB y por manejo

agronémico (Hernandez-Chan et al., 2014; Flores-Sanchez et al., 2014).

1.3.3 Sintomas anatémicos

Dentro de las caracteristicas histologicas inducidas por Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas), es la acumulacion masiva de almidon en las hojas de naranja (Achor et al.,
2010), presumiblemente como resultado de la presencia de areas necroticas del floema
dispersas en todas partes del sistema vascular en los peciolos de las hojas (Kim et al., 2009).
Sin embrago, Esquivel-Chévez et al (2012) no encontraron este efecto en el floema de las
nervaduras centrales de hojas sintomaticas en limén persa y mexicano en un estudio donde
se analizd la progresion de las alteraciones histoldgicas durante seis meses. Ademas, hay
taponamiento de los tubos cribosos del floema con calosa y P-proteina (Folimonova y
Achor, 2010). Este taponamiento de los tubos cribosos fue analizado cuantitativamente en
tres citricos diferentes y no se encontraron diferencias significativas (P= 0.005) en la
concentracion de proteinas entre citricos pero si entre tejido sintomatico y asintomatico
(Esquivel-Chavez et al., 2012). Koh et al (2011), reportan que el taponamiento con calosa
inhibe el transporte de los fotoasimilados, lo cual contribuye al desarrollo de los sintomas de

la enfermedad.

Dos informes sobre la expresién génica de CLas demostraron que hay varios genes
implicados en el metabolismo de los hidratos de carbono regulados diferencialmente
(Albrecht y Bowman, 2008; Kim et al., 2009). Sin embargo, hace falta un amplio anéalisis de

los cambios en los hidratos de carbono a nivel histolégico para entender su efecto en la
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expresion de la enfermedad. Diferentes estudios para determinar el incremento de
metabolitos como respuesta temprana a la infeccion de CLas se han basado en estudios de
expresion génica (Albrecht y Bowman, 2012; Hui-Ling y Burns, 2012; Albrecht y Bowman,
2008). En estos estudios se han detectado genes putativamente asociados al mecanismo de
transporte, metabolismo de hidratos de carbono, respuesta de defensa, ROS, fotosintesis, etc.
Sin embargo, falta complementar estos resultados con estudios histolégicos que muestren la

expresion efectiva de dichos genes.

Musetti et al. (2010), menciona que la produccién de proteinas es una respuesta de
defensa y que la induccion del gen P1-AAC15 estd indirectamente relacionado con el
desarrollo de sintomas. Esto puede ser resultado de la respuesta de la planta para sellar los
tubos cribosos con una barrera en contra del aumento y la distribucion de la poblacion de la
bacteria, ademas, esta respuesta de taponamiento se relaciona directamente con la oclusion y
consecuente deformacion del floema derivado de la diferenciacion celular de las células

acompafantes del floema (hiperplasia) inducido por la presencia de CLas en los citricos.

1.3.4 Variedades de citricos y su relacion con CLas

Diferentes estudios han clasificado a las variedades de citricos como: susceptibles,
moderados y tolerantes (Cuadro 1.5). Un ejemplo de esto son los reportes en los cuales
describen al limén persa como tolerante a CLas presentando sintomas leves con relacion a
titulos altos de la bacteria en las plantas (Folimonova et al., 2009). Por otra parte existen
reportes de cultivares altamente tolerantes a CLas; por ejemplo, Poncirus trifoliata ha sido
utilizado como portainjerto, estos arboles no presentan sintomas de la enfermedad infectados
de forma natural en campo (Albrecht and Bowman, 2011; Folimonova et al., 2009; Stover et

al., 2001). Ademas, se reporta que los extractos de los frutos y semillas de Poncirus
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trifoliata han sido ampliamente utilizados como compuestos antibacterianos (Rahman et al.,
2009). Albrecht and Bowman (2011), mencionan que estos compuestos pueden estar
involucrados en la reduccion del desarrollo o0 movimiento de CLas, causando la resistencia o

tolerancia a CLas.

En general estos trabajos se han evaluado a nivel de invernadero con inoculaciones por
injerto. Sin embargo existen pocos estudios de susceptibilidad en combinacion de injerto-
portainjerto. Un estudio sobre portainjertos de limén mexicano revel6 diferencias en la
expresion sintomética del HLB en este citrico, C. macrophylla el portainjerto méas utilizado
en la region productora de Tecomén, Colima, presentd mayor expresion sintomatica
comparada con C. volkameriana el cual expresé sintomas de moderados a leves (Velazquez-
Monreal et al., 2012). Por otra parte, se ha detectado un huerto en produccién de naranja
dulce el cual presenta niveles de severidad altos en la expresion sintomatica del HLB, estos
sintomas no son predominantes para citricos de las condiciones de México (Robles, 2012
comunicacion personal). Interesantemente en la peninsula de Yucatdn donde la
disponibilidad del HLB no alcanza los niveles de colima, el patron predominante con

naranja dulce es naranjo agrio.
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Cuadro 1.5. Respuesta de diferentes genotipos de citricos a la infeccion Candidatus

Liberibacter asiaticus.

Nombre cientifico  Nombre comin Uso CLas' Descripcion del sintoma Cita
C. sinensis (L.) Naranja valencia ~ Variedad +++ Susceptible-clorosis Albrecht and
Osbeck incluyendo la reduccion del Bowman,
crecimiento, muerte 2011;
Folimonova et
al., 2009
C. aurantifolia Limén Variedad +++ Susceptible-clorosis Folimonova et
(Christm.) Swingle Mexicano generalizada manchas al., 2009
cloréticas dispersas en
hojas, reduccidn del
crecimiento en brotes,
muerte de plantas
C. amblycarpa Mandarina Variedad +++ Variable-clorosis y una Folimonova et
(Hassk.) Ochse hibrida cierta reduccion del al., 2009
crecimiento
Citrus reshni Hort Mandarina Variedad +++ Variable-hojas cloréticas, Folimonova et
ex Tan Cleopatra cierta reduccion del al., 2009
crecimiento en brotes
C. reticulata Mandarina Sun Variedad +++ Moderadamente tolerante  Folimonova et
Blanco Chu Sha dispersos grupos de hojas al., 2009
cloréticas
C. aurantium L. Naranjo agrio Portainjerto +++ Moderadamente tolerante  Folimonova et
con clorosis elevada al., 2009
C. volkameriana Limén Portainjerto +++ Moderadamente tolerante  Albrecht and
Pasq. Volkameriana dispersos grupos de hojas Bowman,
cloroticas. 2011;
Folimonova et
al., 2009
C. macrophylla Limén macrofila  Portainjerto +++ Moderadamente tolerante  Folimonova et
Wester dispersos grupos de hojas al., 2009
cloréticas.
X Citroncirus Swingle Variedad +++ Moderadamente tolerante  Folimonova et
webberi J. Ingram citrumelo amarillamiento de las hojas al., 2009
& H. E. Moore mas viejas.
X Citrofortunella Calamondin Variedad +++ Moderadamente tolerante  Folimonova et
microcarpa sintomas leves en las hojas al., 2009
(Bunge) Wijnands mas viejas.
Citrus micrantha Lima Variedad et Moderadamente tolerante  Folimonova et
Wester sintomas leves en las hojas al., 2009
mas viejas.
C. latifolia Tanaca Limon persa Variedad +++ Tolerante. Sintomas poco 0 Folimonova et
nada. al., 2009
Citrus halimii B. Lima Variedad ++ Susceptible, clorosis, Folimonova et
C. Stone acorchado de la nervadura, al., 2009
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C. reticulata
Blanco

C. x tangelo J.
Ingram & H. E.
Moore

C. paradisi
MacFadyen

Citrus medica L.

C. paradisi
MacFadyen

C. maxima
(Burm.) Merr.
C. indica Tanaka

Citrus medica L.

C. limonia Osbeck

X Citroncirus
webberi J. Ingram
& H. E. Moore
Poncirus trifoliata
(L.) Raf.

Citrus latipes
(Swingle)

Tangerina
clementina

Tangelo
Minneola

Pomelo Duncan

Citron

Pomelo rojo rubi

Pomelo rosa
Hirado Buntan
Limon

Cidra

Limén Eureka

Carrizo citrange

Naranja
trifoliada

Khasipapeda

Variedad ++
Variedad ++
Variedad ++
Variedad ++
Variedad ++
Variedad ++
Variedad ++
Variedad ++
Variedad ++
Portainjerto i
Portainjerto +/—
Portainjerto +/—

muerte de plantas.
Susceptible-clorosis en la
punta de las hojas,
crecimiento reducido,
muerte
Susceptible-clorosis en la
punta de las hojas,
reduccion del crecimiento
Susceptible-clorosis
incluyendo la reduccion del
crecimiento, muerte
Moderadamente tolerante
sintomas fuertes en las
hojas mas viejas

Susceptible-clorosis en la
punta de hojas, reduccién
del crecimiento
Variable-fuertes  sintomas
en hojas jovenes y viejas
Variable y principios de
clorosis severa en hojas

Moderadamente tolerante
sintomas fuertes en las
hojas mas viejas

Tolerante-no presenta
sintomas

Tolerante. Clorosis poca o
ninguna

Inconsistente

Inconsistente

Folimonova et
al., 2009

Folimonova et
al., 2009

Folimonova et
al., 2009

Stover et al.,
2001;
Folimonova et
al., 2009
Albrecht and
Bowman,
2011
Folimonova et
al., 2009
Stover et al.,
2001;
Folimonova et
al., 2009
Stover et al.,
2001;
Folimonova et
al., 2009
Folimonova et
al., 2009
Folimonova et
al., 2009

Albrecht and
Bowman,
2011; Stover
etal., 2001
Stover et al.,
2001

' Concentracion de titulos bacterianos +++ Alta concentracion y + titulo bajo pero muestra positiva.
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La naranja trifoliada (P. trifoliata), cominmente utilizada como patron y algunos de
sus hibridos no expresan sintomas distintivos a la infeccion de CLas. Albrecht y Bowman
(2011), observaron mayores rendimientos de las plantas de naranja trifoliada y US-897
cultivadas en invernadero y campo, por lo que reportaron tolerancia de estos genotipos a
CLas. Estos mismos autores (Albrecht y Bowman, 2012), evaluaron el comportamiento a 18
meses después de la inoculacion de CLas en ocho portainjertos Carrizo, US-897, US-942,
US-802, US-812, Benecke naranja trifoliada, limon VVolkameriano y mandarina Cleopatra.
Estos autores los clasificaron como: a) Tolerantes a Carrizo, US-897 y US-942; b)
Moderadamente tolerante a US-802, US-812 y lim6n Volkameriano; y c) Susceptible a
mandarina Cleopatra. Albrecht y colaboradores (2012) reportaron que el patrén (hibridos de
mandarina, 'Pomelo’ con naranja trifoliada, asi como, citranges, naranjo agrio, limén
volkameriano y mandarinas) en naranja dulce no indujo altos niveles de resistencia a CLas,
aunque, detectaron diferencias en la expresion de los sintomas, dafio en dosel, crecimiento
del tallo, y calidad de la fruta en algunos portainjertos. En su trabajo no reportan relacién
con el tiempo de infeccion o cronicidad de la enfermedad pero sus datos sugieren g en limon
volkameriano y naranjo agrio existe un efecto retardado en la severidad de los sintomas
(Figura 1.2), lo cual podria coadyuvar en el manejo integrado del cultivo de los citricos con

la enfermedad del Huanglongbing y su combinacion injerto-portainjerto.
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5.5 Naranja Valencia en combinacion con tres portainjertos infectada
con Clas
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Figura 1.2. Severidad de sintomas de HLB en Naranja dulce y su combinacion con naranjo
agrio (na), limén volkameriano (vol) y el hibrido US-802. Dafios en dosel a partir de la
clasificacion del 1 (copa del arbol completo y poca muerte regresiva) al 5 (muerte regresiva /
defoliacion en mas del 60% de la copa de los arboles y/o retraso en el crecimiento severo del
arbol). Elaborada con datos de: Albrecht et al., 2012.

1.3.5 Concentracién y distribucion de CLas

ClLas infecta todas las especies de citricos, pero cada especie presenta diferencias en la
expresion sintomatica (Esquivel-Chavez et al., 2012; Velazquez-Monreal et al., 2012). Se
tienen reportes que indican la relacion inversa entre los sintomas que se presentan en el
hospedante y la concentracion bacteriana (Folimonova et al., 2009; Stover et al., 2001). Por
otra parte, Flores-Sanchez et al. (2015), describié la relacion de la concentracion bacteriana
con la severidad y sus resultados afirman que la expresion de sintomas esta directamente
relacionada con la cantidad de la concentracion bacteriana. Esta relacion pudiera asociarse
con las alteraciones inducidas a nivel celular diferenciando los sintomas macroscopicos. En
estudios de actividad fotosintética, las unidades clorofila fueron muy bajas con alto nivel de

severidad (Flores-Sanchez, 2014).
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La concentracién bacteriana en las plantas de citricos presenta una distribucion irregular
dentro de una rama y entre ramas de todo el dosel del arbol. Teixeira et al., (2008),
evaluaron la concentracion de CLam en naranja dulce, a partir de PCR convencional y
tiempo real (PCR-TR), utilizadas para la cuantificacion de CLam en las hojas. Aunque PCR-
TR fue capaz de detectar hasta 10 CLam por gramo de tejido (1/g), no pudo ser detectada en
algunas hojas asintométicas de una rama positiva, mientras que en las hojas con moteado de
ramas sintomaticas de un mismo arbol, el titulo de CLam alcanz6 valores tan altos como 10’
I/g. Estos resultados demuestran la distribucion heterogénea del HLB (Figura 1.3). En
comparacion con los citricos agrios en México infectados con CLas, estos presentan
sintomas en ramas completas pero los brotes terminales de estas ramas se mantienen
asintométicos por un periodo hasta de 45 dias. Esto se puede explicar por el mayor
taponamiento y deformacion del floema en los citricos agrios (Esquivel-Chavez et al.,

2012).

Es muy probable que la heterogeneidad observada en naranja dulce se encuentre en los
citricos agrios. Sin embargo, las tasas de brotaciébn mas intensas, la severidad de los
sintomas y la defoliacion sugieren que la movilidad bacteriana podria ser méas intensa. Sin
embargo, los estudios histoldgicos indican un fuerte bloqueo del floema a partir del
incremento en el indice de hiperplasia (Esquivel-Chavez et al., 2012). Esto sugiere que
podria limitar la translocacion de la bacteria a puntos de crecimiento vegetativos por cierto
tiempo en funcion de la severidad del sintoma. Visiblemente esto se observa en brotes
nuevos con sintomas en el crecimiento vegetativo de la estacion previa pero ausentes en el
crecimiento nuevo (Figura 1.4). No obstante, la multiplicacion temporal y progresiva de

CLas dentro de la planta es poco conocida, asi como la translocacion a partir del injerto de
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material tomado de citricos infectados. Aunque se conoce, que el tiempo entre la transmision
del patégeno y la expresion de sintomas es variable (tres a cuatro meses despues del injerto),
0 después de ocho meses de la alimentacion por el vector (Hung et al., 2001). Se ha
demostrado que las condiciones experimentales, tales como la temperatura y la condicion
del tejido vegetal utilizado para el injerto, tienen influencias significativas en la transmisién

de la enfermedad (Lopes y Frare, 2008; Loeza, 2015 comunicacién personal).
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Figura 1.3. Distribucion del CLam en subramas preveniente de un arbol positivo. A)
Tridngulos muestras positivas con sintomas de moteado; B) circulos rojos muestras positivas
sin sintomas; C) circulos azules muestras negativas a PCR convencional y positivas RT-
PCR con deficiencia de zinc; D) circulos blancos negativos; E) circulos verdes negativos
PCR-convencional y positivos RT-PCR; y F) elipses verdes frutos afectados (Teixeira et al.,
2008).
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Hojas con sintomas Hojas asintomaticas

Flujo de brotacién

Figura 1.4. Efecto putativo del bloqueo a nivel del floema induciendo una obstruccion
temporal en la distribucion de CLas en direccion al siguiente flujo de crecimiento en ramas
de limén mexicano. Foto créditos: Fabiola Esquivel, 2012.

Esquivel-Chavez y colaboradores (2012), realizaron un trabajo con respecto a la
histologia de limén mexicano y persa, mediante la evaluacién de cinco variables, en el que
reportaron que estos citricos son mas susceptibles a la infeccion por CLas y que las
alteraciones a nivel celular incrementan con el tiempo de infeccion y a su vez estan
relacionados con el tipo de manejo agronémico y la edad de los arboles. Sin embargo, en
dicho trabajo no se controld el tiempo de infeccion, la concentracion bacteriana, ni la edad
de los arboles, los cuales son factores estrechamente relacionados con el tipo de sintomas y

alteraciones que pudiera estar induciendo la bacteria en diferentes hospedantes.

En México la enfermedad “Huanglongbing”, causada por Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas), ha sido mas prevalente en citricos agrios. La mayoria de los reportes son en
limén mexicano en el que se ha estimado pérdidas hasta de un 75% (Robles-Gonzalez et al.,

2013; Bermudez-Guzman et al., 2015; Mora et al., 2014); pero la enfermedad afecta todos
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los cultivares de citricos presentando variacion en la expresion sintomética desde la
presencia en arboles asintométicos hasta arboles con sintomas severos. Sin embargo, poco se
sabe del efecto de CLas en la expresion de sintomas en combinaciones injerto-portainjerto.
En contraste con estos trabajos, la informacion sobre la dindmica en la expresion sintomética
y fisiolégica asociadas con el deterioro del sistema de transporte en tejidos foliares de
arboles infectados ClLas es escasa. En este trabajo se determinara la asociacion de
caracteristicas de la expresién sintomatica de HLB y la concentracion bacteriana,
comparando estos pardmetros en tejidos sanos, asintomaticos y sintomaticos de diferentes
citricos de importancia comercial y su combinacion injerto-portainjerto. Por lo anterior se

planteo la siguiente hipotesis y objetivos generales.

Hipotesis

La concentracion y distribucion de Candidatus Liberibacter asiaticus esta condicionada
por flujos de crecimiento en las plantas y limitada ain mas por el dafio que ésta induce en
los citricos dependiente de su combinacién injerto-portainjerto, esto deriva en un efecto
diferencial en el potencial de inoculo.

Objetivos generales

1) Evaluar el efecto de la combinacion injerto-portainjerto en la expresion de
sintomas de CLas y su concentracion en limén mexicano, persa y naranja dulce.

2) Evaluar la concentracion y distribucion bacteriana y su efecto en la expresion
sintomatica e histologica en plantas de limén mexicano injertadas en tres
patrones.

3) Evaluar las implicaciones de la combinacion naranja dulce-patron en la

concentracion bacteriana y los cambios histologicos a nivel del tejido foliar.
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Capitulo 2
Implication of rootstock type on the quantitative distribution of Candidatus

Liberibacter asiaticus in Mexican lime tissue

Implicacion del tipo de patron en la distribucion cuantitativa de Candidatus

Liberibacter asiaticus en el tejido de limén mexicano

2.1 Resumen

El “Huanglongbing”, causado por Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), esta presente en
varias zonas citricolas de Ameérica afectando principalmente citricos dulces. En México,
ClLas ha sido més prevalente en citricos agrios; sin embargo, existe un colnocimiento
limitado de la expresion de sintomas en diferentes combinaciones injerto-portainjerto. El
objetivo fue analizar la concentracién estacional y distribucion de CLas en el tejido foliar asi
como en la expresion de sintomas en limén mexicano (Citrus aurantifolia) (Lm) injertado
sobre C. macrophylla (Cm), C. aurantium (Ca) y C. volkameriana (Cv). Adicionalmente se
comparo el efecto basal y distal al sitio de inoculacién dividiendo cada planta en tres ramas
y dos secciones. A partir de los 12 meses después de la inoculacion (mdi) las plantas se
muestrearon cada 30 dias hasta los 20 mdi. Se extrajo el DNA de cada muestra y se
cuantificé el nimero de copias de 16S rDNA CLas mediante g-PCR (1161 muestras totales).
Se analizaron bajo un disefio de parcelas divididas (SAS® ver 9.4). Los tipos de sintomas
expresados en las distintas combinaciones fueron contrastantes y consistieron
predominantemente en punteado clorotico, moteado asimétrico y clorosis leve en Lm/Cyv;
moteado albino (3/7 plantas) y aclaramiento de nervaduras en Lm/Ca; muerte de ramas (7/7)
y muerte de plantas (5/7) en Lm/Cm. A nivel dosel, la mayor severidad se observo en
Lm/Cm (60-100% dosel sintomatico). En promedio la mayor concentracion fue 1.1X10°

copias CLas/ul en la combinacién de Lm/Ca en cinco fechas (P=0.001). En general se
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detectd una tendencia inversamente proporcional a la expresion sintomatica. Esta tendencia
sobresalié en Lm/Cm. A mayor severidad (100%) menor concentracion de CLas (Lm/Cm
4.2X10°, 18 mdi) y a menor severidad (50%) mayores titulos bacterianos (Lm/Cm 2.0X10%,
12 mdi). La combinacion Lm/Ca se asocio con cierta tolerancia a CLas debido a que tuvo
los titulos mé&s altos de la bacteria (P=0.001) en cinco de nueve fechas pero una menor
expresion de sintomas severos. Esto pudiera explicar las epidemias de baja intensidad en

regiones de México con combinaciones de naranja dulce sobre Ca.

Palabras clave: Huanglongbing, Citrus aurantifolia, Citrus aurantium, C. volkameriana, C.

macrophylla y q-PCR.
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2.2 Introduccién

Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) infecta todas las especies de citricos causando
una expresion diferencial de sintomas (Folimonova et al., 2009; Esquivel et al., 2012). Por
otra parte, los sintomas inducidos por CLas pueden ser similares a los causados por ciertos
desbalances fisiologicos como el nutrimental. Sin embargo, algunos sintomas son tipicos,
como hojas con areas amarillas y verdes sin limites definidos, moteado con patrén
asimétrico y frutos con pericarpio engrosado asimétricamente (Flores et al., 2015; Esquivel
etal., 2012).

En Meéxico, CLas ha sido mas severo en limon mexicano (Citrus aurantifolia)
induciendo epidemias de mayor intensidad en el Pacifico Mexicano (Esquivel et al., 2012;
Robles-Gonzélez et al., 2013; Mora-Aguilera et al 2014a; Mora-Aguilera et al 2014b; Flores
et al., 2015). La produccién de este citrico es la mas afectada, ya que su rendimiento se
reduce hasta 50% cuando la severidad es del 75 al 100% a nivel del dosel (Robles-Gonzélez
et al.,, 2013; Mora-Aguilera et al., 2014b; Flores et al., 2015;). Velazquez-Monreal y
colaboradores (2012), analizaron la expresion visual de sintomas inducidos por CLas en
limén mexicano injertado en limoén Macrofila (C. macrophylla) y limén Volkameriano (C.
volkameriana). Reportaron que el limon mexicano injertado en C. macrophylla presentd
aparentemente mayor susceptibilidad a la infeccién por CLas expresando mayor severidad
foliar. Un estudio reciente sobre el comportamiento de CLas en diferentes patrones
Citrandarin, hibridos de mandarina Sunki (C. sunki) y Poncirus, mostré que la infeccion de
CLas fue del 92% en naranja dulce (C. sinensis) injertada sobre 56 patrones Citrandarin y
del 14% en plantas Citrandarin injertadas en lima Rangpur (C. limonia). A partir de estos

resultados asociaron como tolerantes estos hibridos (Boava et al., 2015).
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Albrecht y Bowman (2011), observaron mayores rendimientos en condiciones de
invernadero y campo, de naranja “Valencia” injertada en el hibrido trifoliado US-897 de
naranja trifoliada (P. trifoliata) y mandarina “Cleopatra” (C. reticulta), concluyendo la
existencia de tolerancia de este genotipo a la infeccion de CLas. En otro estudio los mismos
autores (2012), evaluaron los portainjertos hibridos trifoliados: Citrange Carrizo, US-897,
US-942, US-802 y US-812; naranja trifoliada Benecke; limén Volkameriano, y mandarina
Cleopatra. A los 18 meses después de la inoculacion (mdi) Carrizo, US-897 y US-942
fueron clasificados como tolerantes; US-802, US-812 y limon Volkameriano como
moderadamente tolerantes, y mandarina Cleopatra como susceptibles a CLas (Albrecht y
Bowman 2012). Albrecht y colaboradores (2012) reportaron que los patrones (mandarina
Cleopatra, limon Volkameriano, Carrizo citrange, naranjo agrio, Benton citrange, limén
rugoso, Kinkoji, Swingle citrumelo, US-942, US-897, US-852, US-812, US-802, y US-801)
injertados con naranja dulce no indujeron altos niveles de resistencia a CLas, aunque,
detectaron diferencias en la expresion de los sintomas foliares, nivel de dafio en dosel,
crecimiento del tallo, y calidad de fruta. Un aspecto fundamental para entender el
comportamiento diferencial de la combinacién injerto-portainjerto es el analisis de la
progresion en el tiempo de la multiplicacion de CLas en los tejidos de la planta y su relacion
con la expresion de sintomas. La distribucion y cuantificacion de CLas y CLam en tejidos de
planta joven y adulta se ha estudiado en naranja dulce (Coletta-Filho et al., 2010;
Folimonova et al., 2009; Kawabe et al., 2006; Li et al., 2008; Lopes et al., 2009a; Teixeira
et al., 2008). En estos trabajos no se evalud el efecto de la combinacion injerto-portainjerto y
en general no se analizo el efecto de fecha de muestreo. A diferencia de los trabajos

anteriores, en el presente estudio se analizd la dindmica de la concentracion de CLas en
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limén mexicano considerando el efecto del portainjerto en un periodo de 20 meses a partir

de la inoculacién.

Este trabajo tuvo como propdsito establecer el efecto del Limdn mexicano injertado en
tres portainjertos en la concentracion estacional y distribucion de CLas en el tejido foliar asi
como en la expresion de sintomas bajo la hipotesis de que la concentracion y distribucion de
ClLas ésta influenciada por el tipo de portainjerto y por el nivel de dafio e indculo en los
tejidos foliares de los flujos de crecimiento de la estacion previa, lo cual determina un efecto
diferencial en la expresiéon de sintomas. En este trabajo se incluyeron los portainjertos C.
macrophylla, C. volkameriana ampliamente empleados a nivel comercial y utilizados en el
Pacifico mexicano y el naranjo agrio (C. aurantium) con fines comparativos dado su amplio
uso en Meéxico en particular con C. sinensis y por estar asociado a regiones con baja

prevalencia de CLas.
2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Portainjertos

Se obtuvieron plantas certificadas de C. macrophylla (Cm), C. volkameriana (Cv) y C.
aurantium (Ca) de 6 meses de edad y 1.5cm de grosor de tallo para su uso como

portainjertos de plantas de limon mexicano (Lm).

2.3.2 Inoculacion

El inoculo provino de arboles de Lm de ocho afios con sintomas de HLB mantenidos en
condiciones de invernadero desde el 2010 en Tecoman, Colima. La confirmacion y
concentracion de CLas se estimo por PCR en tiempo real (g-PCR). Se colectaron brotes

medianamente lignificados de mas de 20 cm de longitud. Los brotes fueron usados como

34



varetas las cuales se injertaron en los portainjertos Cm, Cv y Ca. Las varetas se cortaron en
bisel y se insertaron en el tallo de los portainjertos a una altura promedio de 34 cm sobre el
nivel del sustrato. En esas mismas plantas, quince dias después, se injertdé una vareta de Lm

negativa a CLas a una altura aproximada de 24 cm sobre el nivel del sustrato.

Los ensayos se establecieron en el 2013 en un invernadero del Campo Experimental
Tecoman del INIFAP, en el estado de Colima con el fin de evitar mover fuentes de indculo
fuera de una regién con alta prevalencia de CLas. EI experimento constd de 6 tratamientos
(Lm *°Y 7 Cm, Lm*™/Cv, Lm*“**/Ca, Lm™ " /Cm, Lm*™/Cv, y Lm“"*/Ca); los
primeros tres con siete repeticiones y los restantes, usados como testigos, con una repeticion

para un total de 24 plantas. Se considerd una planta como unidad experimental.

2.3.3 Evaluacién de la expresion de sintomas

Se hicieron evaluaciones mensuales a partir de los 12 meses después de la inoculacion
(mdi) y hasta los 20 mdi. La evaluacién de sintomas foliares se realizd6 con base al
porcentaje de copa de plantas con sintomas aplicando una escala de 4 clases: 1) sintomas
leves (5 al 15%), 2) sintomas moderados (15 al 30%), 3) sintomas tipicos (31 al 45%) y 4)
sintomas severos (46 al 60%). Se registrd el tipo de sintomas foliares como punteado
clorético, moteados difusos y clorosis, asi como sintomas similares a los causados por
deficiencias nutrimentales. En todos los casos se hizo el registro fotografico

correspondiente.

2.3.4 Desarrollo de la enfermedad, concentracion y distribucion de CLas

Para evaluar el progreso de la infeccion, la concentracion y distribucion de la bacteria,

se seleccionaron 3 ramas por planta de cada tratamiento y se marcaron las porciones
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proximal y distal (Gltimo brote) al punto de injerto en cada rama. Se tomaron seis muestras

foliares por planta con Lm*“-

(3 ramas por 2 secciones distal y proximal) y una muestra de
las plantas testigo. EI muestreo se realiz6 cada 30 dias a partir de los 12 hasta los 20 mdi. En
total se analizaron 129 muestras por muestreo. Se colectd una hoja por seccion marcada en
cada planta y se fueron alternando en cada muestreo, con la finalidad de identificar la

concentracion y distribucion de CLas en cada fecha. Las muestras se trasladaron en frio al

Colegio de Postgraduados, Montecillo, Edo. México, para los analisis de laboratorio.

Todas las muestras foliares se analizaron por qPCR a partir de 0.1g de nervadura
central. La extraccion de acidos nucleicos totales se realiz6 por el método de CTAB segln
Freitas-Astia y colaboradores (2003). La pureza del ADN se estimdé con un

espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.).

La deteccion y cuantificacion de CLas se realizo con los iniciadores que amplifican para
el gen 16S DNA ribosomal: HLBas (TCG AGC GCG TAT GCA ATA CG) y HLBp (GCG
TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG), junto con la sonda HLBr (FAM- AGACGG
GTGAGT AAC GCG/3BQH1) (Li et al., 2006). La mezcla de reaccion para la qPCR
consistié en 20 pl, de los cuales 10 pl son de Universal Probes Supermix (SsoAdvanced™
BIO-RAD), 120 nM de cada iniciador, 180 nM de sonda y 1 pl de DNA total. Las
reacciones de amplificacion se hicieron en un termociclador StepOne Plus (Applied
Biosystems) con las condiciones siguientes: un paso a 95° C durante 3 min, seguido de 40

ciclos a 95° C durante 5 s y 59° C durante 40 s.

La cuantificacion de la bacteria se realizo por el método descrito por Li y colaboradores

(2006), adaptado por SENASICA-CNRF (Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria).
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Diluciones seriales del ADN de la bacteria se prepararon a partir de 1109500 ng/ pul de 16sr
DNA de ClLas, dividido en alicuotas de 1:10, de las cuales se hicieron 5 diluciones, y se
almacenaron a 4 °C hasta su uso. Las diluciones se emplearon para generar la curva
estandar. Para determinar la sensibilidad tedrica y la fiabilidad de la gPCR, se realizaron dos
repeticiones de cada muestra. El producto de PCR de las fechas uno (12 mdi) y nueve (20

mdi) se mando a secuenciar con la finalidad de corroborar la infeccion de CLas.

2.3.5 Anadlisis estadistico

Para el analisis estadistico se emple6 el programa SAS 9.4 (SAS Institute, Cary, NC).
Mediante un disefio de parcelas subdivididas se compard la combinacién (Parcela grande),
concentracion de ClLas (Mediana) y su distribucién por ramas (Chica) en el progreso
temporal de la enfermedad. La comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de
Tukey, con significancia de p< 0.05, simultaneamente se calculé el area bajo la curva

(ABCC) de la variable concentracion de CLas.

2.4 . Resultados

2.4.1. Sintomas

A partir de la inoculacion de CLas se efectuaron observaciones periddicas para registrar
tipo e intensidad de los sintomas en tejidos de Lm. El nimero de plantas sintomaticas y la
intensidad de los sintomas se fueron incrementando con el tiempo. A los 6 mdi, 15 de las 21
plantas inoculadas con el patdgeno expresaron los sintomas tipicos inducidos por éste, sobre
todo en las combinaciones de Lm/Cm y Lm/Cv (Figura 2.1). La combinacion de Lm/Ca
presento sintomas de punteado clorético, moteado asimétrico, clorosis leve, moteado albino
una planta y aclaramiento de nervaduras, los sintomas no se presentaron de forma

individual, sino que en una misma planta se presentaron dos o tres sintomas (Cuadro 2.1).
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Las plantas de la combinacién de Lm/Cv presentaron punteado clorético y moteado entre los
3 y 6 mdi, seguido de aclaramiento de nervaduras y clorosis a los 15 mdi exhibieron una
reduccion de crecimiento, defoliacion y muerte de ramas. La combinacion de Lm/Cm
presentd punteados cloréticos, seguido de moteados y posteriormente amarillamiento total
de hojas jovenes y maduras. A 17 mdi, los sintomas fueron més severos acompariados de
defoliacion y muerte de ramas, asi mismo, se presentd una disminucién del crecimiento de
brotes nuevos y el tamafio de las hojas se redujo. A los 20 meses después de la inoculacion
la mayoria de esas plantas murieron. Con base en la severidad de los sintomas observados,
las plantas se agruparon en tres categorias: moderadamente tolerantes, susceptibles y

altamente susceptibles (Cuadro 2.1).
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Figura 2.1. Sintomas inducidos por CLas en limén mexicano. A-C) Lm/Ca: A) Punteado
clorético sintoma inicial a losé mdi, B) Moteado asimétrico sintoma tipico a los 12 mdi, C)
Hojas cloroticas sintoma severo a los 20mdi, no generalizado en dosel; D-F) Lm/Cm: D)
Aclaramiento de nervaduras sintoma inicial 6mdi, E) moteado difuso a los 12mdi
generalizado en dosel, y F) clorosis generalizada 20mdi; G-1) Lm/Cm: G) Punteado
clorético 3-6 mdi, H) Moteado difuso 6-12 mdi sintoma generalizado en dosel, y H) Hojas

cloréticas 15 mdi generalizada en dosel.
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Cuadro 2.1. Respuesta sintomatica del limon mexicano y su combinacion injerto-

portainjerto a la infeccion por CLas.

Patréon B Sintomas

1< = @ c
S EE ce g2 isT s EE iE S ¢
zZ asos 2 =g =2 2 g © & > =

C. aurantium 1 - - + - + - - - - MT?
2 + - - + + - - - - MT
3 + - - - + + - - - MT
4 - - + - + - - - MT
5 - - - - + + - - - MT
6 + - + - + - - - - MT
7 - - + - + - + - - MT

MDI expresion 6 12 12 7-8 15 19

de sintomas

C. 8 - + - - + - - - - S

volkameriana 9 i ) N ) ) ) ) . ) s
10 - - + - - - - - - S
11 - - - - - + : - - S
12 - - - - + - - - - S
13 - - - - + + - - - S
14 - + - - + - - + - S

MDI expresion 6 6 6-12 12 17 18

de sintomas

C. macrophylla 15 - - + - - + - + + AS
16 - - - + + + + + - AS
17 + - + + - + + + - AS
18 - - + - - + + + + AS
19 + - + - - + + + + AS
20 + - - - - + + + + AS
21 - - + - + + + + + AS

MDI expresion 3 3-6 6 6-12 12 17 17 20

de sintomas

*MT= moderadamente tolerantes S= susceptible y AS= altamente susceptible.
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2.4.2. Concentracion y distribucion de CLas

La distribucion bacteriana fue heterogénea en relacion a titulos altos. Se detectaron
diferencias en la concentracion de CLas entre fechas de muestreo, aumentando ésta en la
parte distal y disminuyendo en la parte proximal de la rama muestreada en periodos de 30
dias respecto a la determinacién anterior (Cuadro 2.2). A los 12 mdi en Lm/Cm y Lm/Cv la
mayor concentracion se detect6 en la region proximal, en Lm/Ca la méxima concentracion
se detectd en la region distal (Figura 2.2), manteniéndose estas concentraciones a traves del
tiempo. Asi mismo, se detectaron variaciones en la concentracion en al menos un periodo de
evaluacion en las combinaciones de limdén mexicano con tres portainjertos, destacando
aquella con C. aurantium (Figura 2.3). La cual presentd altas concentraciones de CLas en
cinco fechas de evaluacion (13, 15,16, 18 y 19 mdi) (F< 0.0001), mientras que en otras dos
fechas (12 y 14 mdi) la concentracion fue similar a la combinacion con C. volkameriana. La
combinacion Lm/Cm supero las otras dos combinaciones en las fechas 17 y 20 mdi (Cuadro
2.3). Destaca que en esta combinacion la severidad de sintomas se incrementd a los 17 mdi,
presentd defoliacion, asi como muerte de ramas y plantas a 20 mdi, lo cual coincide con

titulos bacterianos altos comparado con las otras dos combinaciones.
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(2X105) (1.1-1.2X10%) (1.7-2X10°) (1.9-3.1X108 (1.8-3.8X10°) (<2.2 X105

2i[CLas] >a 1.6X105
1 Oijcras]<a1sx10s

Lm/C. macrophylla Lm/C. aurantium Lm/C. volkameriana

Figura 2.2. Concentracion y distribucion de Candidatus Liberibacter asiaticus detectadas
por andlisis de g-PCR. En secciones proximal y distal al punto de injerto en ramas de limén

mexicano sobre 3 patrones 12 meses después de la inoculacion.

Cuadro 2.2. Promedio concentracién y distribucion de Candidatus Liberibacter asiaticus en
tejido foliar limon mexicano injertado en los portainjertos C. aurantium, C. volkameriana y

C. macrophylla bajo condiciones de invernadero.

Lm/Ca® Lm/Cv Lm/Cm

MDI Ct Concentracion log Ct Concentracion log Ct Concentracion log

rid® 26 3,1E+05 513 28 2,2E+05 502 27 1,2E+05 5,01
rip 28 1,7E+05 510 27 1,8E+05 514 28 1,4E+05 4,91

rad 26 1,7E+05 495 28 7,7E+04 483 27 1,1E+05 4,91

. r2p 26 1,5E+05 484 27 3,8E+05 493 26 2,0E+05 5,24
rad 27 2,0E+05 516 27 1,5E+05 506 26 1,2E+05 4,86
r3p 25 1,9E+05 496 26 2,7E+05 521 28 9,4E+04 4,77
rid 24 1,2E+05 498 26 8,7E+04 488 24 1,2E+05 5,01
rip 25 1,9E+05 506 24 1,8E+05 508 24 1,2E+05 5,01
15

rad 24 1,6E+05 510 26 7,2E+04 4,77 25 9,1E+04 4,90

r2p 24 1,7E+05 511 25 9,7E+04 4,79 25 1,1E+05 4,85
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rad 24 1,3E+05 504 26 6,3E+04 4,78 27 6,7E+04 4,65

r3p 24 2,1E+05 519 25 1,2E+05 498 26 5,4E+04 4,63

rid 25 5,2E+05 519 28 6,0E+04 452 25 8,6E+04 4,75

rip 22 7,5E+05 576 27 5,9E+04 468 24 3,2E+05 5,23

rad 23 5,2E+05 557 26 1,4E+05 503 26 9,0E+04 4,70

° r2p 23 8,2E+05 560 26 2,1E+05 4,70 25 2,3E+05 5,19

rad 25 7,2E+05 524 26 8,1E+04 459 26 4,2E+04 4,55

r3p 23 8,7E+05 557 25 1,8E+05 495 25 2,5E+05 5,23

rid 23 5,42E+05 551 26 2,54E+05 531 22 1,10E+06 6,04

rip 23 3,58E+05 539 25 4,45E+05 543 22 4,57E+05 5,66

rad 23 2,05E+05 523 25 4,46E+05 553 20 1,19E+06 6,08

# rep 24 3,68E+05 532 26 4,48E+05 5,48 25 3,46E+04 4,54

rad 22 7,98E+05 561 25 2,99E+05 540 25 3,19E+05 5,50

r3p 23 3,95E+05 556 24 2,61E+05 531 22 4,29E+05 5,63
:fABCC rd 920574.96 460939.38 342214.60
“rp 1487111.61 812778.97 733760.40
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Los tipos de sintomas expresados en cada combinacion de limén mexicano con los
portainjertos fueron variados, la mayor severidad se observo en Lm/C. macrophylla. Se
detectaron variaciones en la concentracion de CLas entre las combinaciones de limon
mexicano con Ca Cv y Cm; y entre ramas de cada planta (Figura 2.3). Las concentraciones
entre la parte distal y la proximal respecto al punto de inoculacion fueron diferentes (Figura
2.4) , esto asociado al desarrollo de los sintomas de la enfermedad, a mayor severidad menor
concentracion de ClLas (LM/Cm 1.30X10°> a 12 mdi; Cuadro 2.3) y a menor severidad
mayores titulos de la bacteria (LM/Ca 1.99X10° a 12 mdi; Cuadro 2.3), esto Gltimo fue
notorio en limén mexicano sobre C. aurantium, que presentd concentraciones mayores que

las otras combinaciones durante cinco fechas de evaluacion (Figura 2.3).
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LmfCa == Lm/Cv =ty |3/ Cim
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12 13 14 15 16 1T 1B 13 20
Figura 2.3. Cuantificacion temporal de ClLas, a partir de los12 meses después de la
inoculacion, via injerto, en limén mexicano injertado en los portainjertos C. aurantium
(Lm/Ca), C. volkameriana (Lm/Cv) y C. macrophylla (Lm/Cm). Se omitieron los testigos

[por ser ceros.
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Figura 2.4. Cuantificacion temporal de CLas, a partir de losl2 meses despues de la
inoculacion, via injerto, en limén mexicano injertado en los portainjertos C. aurantium
(Lm/Ca), C. volkameriana (Lm/Cv) y C. macrophylla (Lm/Cm). A) Promedio de ramas
distales. B) Promedio de ramas proximales. ABCC (Area bajo la curva de concentracion). Se

omitieron los testigos por ser ceros.
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La tendencia inicial fue de forma decreciente entre los 12 a los 14 mdi, y de forma
creciente a partir de los 15 a los 20 mdi. EI mayor incremento se present6 de los 18 a los 20
mdi. Se present6 una fluctuacion estacional. Por ejemplo, para el caso de limén mexicano
sobre C. aurantium la distribucion de la misma vario, de los 12 a los 14 mdi la mayor
concentracion del patdgeno se presentd en la parte distal al punto de inoculacion, a los 15y
16 mdi los titulos bacterianos se distribuyeron heterogéneamente dentro de las plantas, a
partir de los 17 a los 20 mdi las mayores concentraciones se detectaron en la parte proximal
al punto de inoculacién (Cuadro 2.2). Mientras que en la combinacion con C. volkameriana
la mayor concentracion de la bacteria, se present6 con frecuencia en la parte proximal de las
ramas. Finalmente en limén mexicano sobre C. macrophylla la distribucion de la
concentracion de CLas también varid en las ramas. En general, en las tres combinaciones,
durante las Gltimas tres fechas de evaluacion (18 a 20 mdi) la mas elevada concentracion de

la bacteria se detecto en la parte proximal al punto de inoculacion.

Cuadro 2.3. Namero de copias del gen 16S rDNA de Candidatus Liberibacter asiaticus en

plantas de limén mexicano sobre tres portainjertos.

ca? Cv Cm

MDI Ct Concentracion Log Ct Concentracion Log Ct Concentracion Log

12 26 1,99E+05 503 A° 27 2,12E+05 5,03 27 1,30E+05 4,95
13 28 1,07E+05 4,62 31 3,80E+04 4,39 30 8,64E+04 4,32
14 28 3,98E+04 4,40 29 3,99E+04 4,32 30 2,80E+04 4,22
15 24 1,64E+05 5,08 25 1,04E+05 4,88 25 9,32E+04 4,84
16 26 1,41E+05 4,81 28 4,04E+04 4,49 27 3,78E+04 4,34
17 28 5,18E+04 4,39 27 6,89E+04 4,65 30 9,80E+04 4,54
18 23 7,00E+05 5,49 26 1,22E+05 4,75 25 1,71E+05 4,94
19 24 2,98E+05 5,18 26 1,43E+05 4,82 25 1,49E+05 4,82
20 23 4,44E+05 543 A 25 3,59E+05 541 23 5,89E+05 5,58

W > O W W O >
> W W WO WO o >
> > > W > W W W

®Lm/Ca= C. aurantium; Lm/Cv= C. volkameriana; Lm/Cm= C. macrophylla.
®Medias con letras diferentes son significativamente diferentes (P <0.0001).
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2.5. Discusién

Las secuencias del indculo y de los sintomas obtenidos en este estudio (NUmero de
accesion en GenBank: KU159087) fueron iguales y se encuentran dentro de los registros del
genoma Candidatus Liberibacter asiaticus reportados por Lin et al. (2008), por lo que este
estudio representd la concentracion, distribucion y efecto en el tipo de intensidad de los
sintomas de CLas en limon mexicano injertado en los portainjertos C. aurantium, C.

macrophylla y C. volkameriana.

ClLas se detecto en el 100% de las plantas evaluadas excepto en las plantas testigo. Los
sintomas visuales se detectaron a los 6 mdi principalmente en Lm/Cm y Lm/Cv lo que
sugiere que el periodo de incubacién es menor en estas combinaciones. Resultados similares
de transmision de CLas por injerto a los 120 dias después de la inoculacion fueron
reportados por Coletta-Filho et al. (2010); en tanto que en otros estudios se ha sefialado una
transmision de la bacteria de 70 a 90 % (Folimonova et al., 2009) y de 59 % (Zhang et al.,
2012). En el presente trabajo los niveles de concentracion de la bacteria variaron entre las
diferentes combinaciones de limén mexicano con los tres portainjertos evaluados, en un
intervalo de 2.8 X 10* (Lm/Cm) a 7 X 10° (Lm/Ca) copias por 0.1 g de tejido muestreado
(Cuadro 3), destacando la fluctuacion (decrementos e incrementos) estacional de la

concentracion de CLas.

En este trabajo se observd que la infeccion por CLas en limén mexicano sobre tres
patrones difiere en al menos dos aspectos interrelacionados: el desarrollo de los sintomas y
la concentraciéon de las células bacterianas que pueden acumularse en el floema de las
nervaduras centrales. La mayoria de las muestras con HLB presentaron concentraciones de

bacterias que van desde 10* hasta 10” por 0.1 g de tejido de la nervadura central en muestras
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sintométicas, lo que coincide con lo reportado por otros autores (Li et al., 2006; Li et al.,
2009; Lin et al., 2010: Tatineni et al., 2008; Teixeira et al., 2008). Sin embargo, este es el
primer trabajo que muestra la dindmica de la concentracion intra-planta y en el tiempo a
partir de la infeccion de CLas en limon mexicano. No obstante, la relacion de la
concentracion bacteriana e intensidad de sintomas fue inversamente proporcional entre
patrones, pero directamente proporcional dentro de cada patrén. Asi la combinacién con las
severidades mas altas observadas en C. macrophylla registro titulos bajos de CLas; en
contraste, en la combinacion de Lm/Ca se tuvo titulos altos del patégeno con sintomas de

moderados a leves.

Este trabajo también es el primero que revisa naranjo agrio como patrén de Lm con
fines experimentales dado que esta combinacion es susceptible al Citrus tristeza virus. Sin
embargo, moderada severidad de sintomas respecto a una alta concentracion de CLas puede
sugerir el porqué las epidemias han sido de baja intensidad en regiones de México con
combinaciones de naranjo dulce sobre agrio y expresion asintomaticas en otros casos

(Martinez-Bustamante et al., 2015).

Las diferencias en la concentracion de CLas en limén mexicano injertado sobre tres
especies de patron pudiera ser un factor que influye en las variaciones en la expresion de
sintomas de la enfermedad, cabe resaltar, que en este trabajo se mantuvo la evaluacion de los
12 hasta los 20 mdi, comparandolo con otros estudios en otras especies de citricos en los
cuales solo se hizo de los 6 hasta los 12 mdi (Coletta-Filho et al., 2010; Folimonova et al.,

2009; Lopes et al., 2009a).
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Las diferentes combinaciones presentaron estacionalidad en cuanto a la parte distal y
proximal de la rama; la mayor concentracion en la parte proximal se detect6 en las ultimas
tres fechas de evaluacion. Este periodo podria traducirse a baja dispersion de CLas por su
vector, debido a titulos bajos del in6culo en las &reas de mayor adquisicion por el vector, lo
que sugiere que la movilidad de la bacteria durante este periodo estaria afectando
directamente el potencial de indculo. Esquivel-Chavez et al. (2012) también reportaron fases
de estacionalidad de la bacteria asociadas al grado de dafio inducido a nivel celular. lwanami
et al. (2009), asociaron la distribucidn heterogénea de la bacteria con el grado de expresién
de los sintomas foliares en las ramas principales, pero no encontraron un efecto directo en la
relacion de titulos altos o bajos del patdgeno respecto a sintomas severos en estas ramas.
Esto podria explicar la desigual distribucion en planta y titulos bacterianos muy variables

(Morgan et al., 2012).

A pesar de que CLas se distribuye de manera heterogénea dentro de cada planta
(Ananthakrishnan et al., 2013; Folimonova et al., 2009), la comparacion de la concentracion
de la bacteria en las diferentes combinaciones de limén mexicano injertado sobre tres
especies de patrén reveld niveles similares de CLas en éstas, lo que indica que no hay una
estricta correlacion entre la concentracién bacteriana y la severidad de los sintomas. En la
combinacion de limén mexicano sobre C. macrophylla se presentaron las concentraciones
mas bajas en al menos cinco diferentes fechas de evaluacién, pero también fue la Unica
combinacion que presentd muerte de plantas. La combinacion Lm/Cyv, segunda en la relacion
de severidad de sintomas, en la concentracion también reafirma esta aseveracion. A nivel
comercial Cm (57%) y Cv (38%) son los mas usados en Lm en el Pacifico Mexicano, esto

puede explicar porque las epidemias han sido las mas intensas en esta region con fuertes
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efectos en pérdidas productivas, debido a periodos de incubacion mas cortos y mayor
severidad en follaje con una fuerte reduccién en unidades clorofila (Flores-Séanchez et al

2014).

Interesantemente, el efecto limitado en la disponibilidad de indculo en las partes de
crecimiento activo de la planta, podria estar relacionado con la concentracion bacteriana. En
Lm/Cm las regiones distales en general tuvieron la mayor concentracién sugiriendo una
rapida movilidad de la bacteria posiblemente por un menor indice de hiperplasia en los

tejidos (Esquivel-Chavez et al., 2012).

2.6. Literatura Citada

Albrecht, U., and Bowman, K. D. (2011). Tolerance of the Trifoliate Citrus Hybrid US-897
(Citrus reticulata Blanco x Poncirus trifoliata L. Raf.) to Huanglongbing. HortScience
46(1):16-22.

Albrecht, U. and Bowman, K.D. (2012). Tolerance of trifoliate citrus rootstock hybrids to
Candidatus liberibacter asiaticus. Scientia Horticulturae 147:71-80.

Albrecht, U., McCollum, G., Bowman, K.D. (2012). Influence of rootstock variety on
Huanglongbing disease development in field-grown sweet orange (Citrus sinensis [L.]
Osbeck) trees. Scientia Horticulturae 138: 210-220.

Ananthakrishnan, G., Choudhary, N., Roy, A., Sengoda, V. G., Postnikova, E., Hartung, J.
S., Stone, A. L., Damsteegt, V. D., Schneider, W. L., Munyaneza, J. E., and Brlansky,
R. H. (2013). Development of primers and probes for genus and species specific
detection of ‘Candidatus Liberibacter species’ by real-time PCR. Plant Disease

97:1235-1243.

50



Bermudez-Guzman, M. de J., Velazquez-Monreal, J. J., Manzanilla-Ramirez, M. A.,
Orozco-Santos M., Loeza-Kuk, E., Michel-Lopez, C. Y., Cortez-Mondaca, E., Lucero-
Pulido, M. C. (2015). Molecular identification and distribution of Candidatus
Liberibacter asiaticus in citrus species in Mexico. In: IV IRCHLB “International
Research Conference on Huanglongbing”. Orlando, Florida, USA. pp 240.

Boava, L. P., Sagawa, C. H. D., Cristofani-Yaly, M., and Machado, M. A. (2015). Incidence
of ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’-infected plants among citrandarins as rootstock
and scion under field conditions. Phytopathology 105:518-524.

Castle, W.S. (2010). A career perspective on citrus rootstocks, their development, and
commercialization. HortScience 45: 11-15.

Coletta-Filho, H. D., Carlos, E. F., Alves, K. C. S., Pereira, M. A. R., Boscariol-Camargo, R.
L., de Souza, A. A., and Machado, M. A. (2010). In plant multiplication and graft
transmission of ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ revealed by Real-Time PCR.
European Journal of Plant Pathology 126:53-60.

Esquivel-Chavez, F., Valdovinos-Ponce, G., Mora-Aguilera, G., Gomez-Jaimes, R.,
Velazquez-Monreal, J. J., Manzanilla-Ramirez, M. A., Flores-Sanchez, J. L., Lopez-
Arroyo, J. 1. (2012). Analisis Histologico Foliar de Citricos Agrios y Naranja Dulce con
Sintomas Ocasionados por Candidatus Liberibacter asiaticus. Agrociencia 46: 769-782.

Flores-Sanchez, J., Mora-Aguilera, G., Dominguez-Monge, S., Acevedo-Sanchez, G.,
Veldzquez-Monreal, J., y Manzanilla, M. 2014. Impacto productivo y fisiologico
inducido por Candidatus Liberibacter asiaticus en Limon mexicano a cuatro afos de
Ingreso en Colima. Revista Mexicana de Fitopatologia 32 (Suplemento): S54.

http://rmf.smf.org.mx/suplemento/docs/VVolumen322014

51



Flores-Sanchez JL, Mora-Aguilera G, Loeza-Kuk E, Lopez-Arroyo JI, Dominguez-Monge
S, Acevedo-Sanchez G y Robles-Garcia P. (2015). Pérdidas en Produccion inducidas
por Candidatus Liberibacter asiaticus en Limon Persa en Yucatan, México. Revista
Mexicana de Fitopatologia 33: 195-210.

Folimonova, S.Y., Robertson, C. J., Garnsey, S.M., Gowda, S., and Dawson, W.O. (2009).
Examination of the responses of different genotypes of citrus to Huanglongbing (citrus
greening) under different conditions. Phytopathology 99:1346-1354.

Freitas-Astla, J., Locali, E.C., Antoniolo, R., Rodriguez, V., Kitajima, E.W., and Machado,
M. A. (2003). Detection of Citrus leprosis virus in citrus stems, fruits and the mite
vector. Virus Review Research 8:196.

Hu, H., Davis, M. J., and Brlansky, R. H. (2013). Quantification of live ‘Candidatus
Liberibacter asiaticus’ populations using real-time PCR and propidium monoazide.
Plant Disease 97:1158-1167.

Hung, T. H.,, Wu M. L., and Su, H. J. (2001). Identification of the Chinese box orange
(Severinia buxifolia) as an alternative host of the bacterium causing citrus
Huanglongbing. European Journal of Plant Pathology 107: 183-189.

Iwanami, T., Uechi, N., and Kawano, S. (2009). Temporal change in the distribution of
PCR-positive tissue within the tree canopy of Citrus depressa affected by greening.
Kyushu Plant Protection Research Jan 55: 68-75.

Kawabe, K., Truc N. T. N, Lan, B. T. N., Hong, L. T. T., and Onuki, M. (2006).
Quantification of DNA of citrus Huanglongbing pathogen in diseased leaves using

competitive PCR. Journal of General Plant Pathology 72:355-359.

52



Li, W., Hartung, J. S., and Levy, L. (2006). Quantitative real-time PCR for detection and
identification of Candidatus Liberibacter species associated with citrus Huanglongbing.
Journal of Microbiological Methods 66:104-115.

Li, W., Li, D., Twieg, E., Hartung, J. S., and Levy, L. (2008). Optimized quantification of
unculturable Candidatus Liberibacter spp. in host plants using real-time PCR. Plant
Disease 92:854-861.

Li, W., Levy, L., and Hartung, J. S. (2009). Quantitative distribution of ‘Candidatus
Liberibacter asiaticus’ in citrus plants with citrus Huanglongbing. Phytopathology 99
(2):139-144.

Lin, H., Doddapaneni, H., Bai, X., Yao, J., Zhao, X., and Civerolo E. L. (2008). Acquisition
of uncharacterized sequences from Candidatus Liberibacter, an unculturable bacterium,
using an improved genomic walking method. Molecular and Cellular Probes 22: 30-37.

Lin, H., Chen, C., Doddapaneni, H., Duan, Y., Civerolo, E. L., Bai, X., and Zhao, X. (2010).
A new diagnostic system for ultra-sensitive and specific detection and quantification of
Candidatus Liberibacter asiaticus, the bacterium associated with citrus Huanglongbing.
Journal of Microbiological Methods 81 (1): 17-25.

Lopes, S. A., Bertolini, E., Frare, G. F., Martins, E. C., Wulff, N. A., Teixeira, D. C.,
Fernandes, N. G., and Cambra, M. (2009a). Graft Transmission Efficiencies and
Multiplication of ‘Candidatus Liberibacter americanus’ and ‘Ca. Liberibacter asiaticus’
in Citrus Plants. Phytopathology 99(3): 301-306.

Lopes, S. A., Frare, G. F., Bertolini, E., Cambra, M., Fernandes, N. G., Ayres, A. J., Marin,
D. R., and Bovg, J. M. (2009b). Liberibacters associated with citrus Huanglongbing in
Brazil: ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ is heat tolerant, ‘Ca. L. americanus’ is heat

sensitive. Plant Disease 93:257-262.
53



Lopes, S. A., and Frare, G. F. (2008). Graft transmission and cultivar reaction of citrus to
‘Candidatus Liberibacter americanus’. Plant Dis. 92:21-24.

Martinez-Bustamante, V., LOpez-Bautista, V., Alanis-Martinez, 1., Mora-Aguilera, G.,
Gutiérrez-Espinosa, A., Loeza-Kuk, E., Robles-Garcia, P., y Esquivel-Chéavez, F. 2015.
Distribucion de Candidatus Liberibacter asiaticus en el dosel de Naranjo (Citrus
sinensis), con Infeccion Asintomaética. Revista Mexicana de Fitopatologia, 33 (S): 201.

Mora-Aguilera, G., Robles-Garcia, P., Lopez-Arroyo, J. I., Veldzquez-Monreal, J., Flores-
Sanchez, J., Acevedo-Sanchez, G., Dominguez-Monge, S., y Gonzalez-Gémez, R.
2014a. Situacion actual y perspectivas del manejo del HLB de los citricos. Revista
Mexicana de Fitopatologia 32(2): 106-119.

Mora-Aguilera G, Flores-Sanchez F, Acevedo-Sanchez G, Dominguez-Monge S, Oropeza-
Salin C, Flores-Olivas A, Gonzélez-Gémez R y Robles-Garcia P. 2014b. Vigilancia
epidemioldgica y estatus actual del amarillamiento letal del cocotero, punta morada de
la papa y Huanglongbing de los citricos (HLB) en México. Revista Mexicana de
Fitopatologia 32: 120-131.

Morgan, J. K., Zhou, L., Li, W., Shatters, R. G., Keremane, and M., Duan, Y. (2012).
Improved real-time PCR detection of ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ from citrus
and psyllid hosts by targeting the intragenic tandem-repeats of its prophage genes.
Molecular and Cellular Probes 26. 90-98

Robles-Gonzélez, M. M., Velazquez-Monreal, J. J., Manzanilla-Ramirez, M. A., Orozco-
Santos, M., Medina-Urrutia, V. M., Loépez-Arroyo, I., Flores-Virgen, R. (2013).
Sintomas del Huanglongbing (HLB) en arboles de limon mexicano [Citrus aurantifolia
(Christm) Swingle] y su dispersion en el estado de Colima, México. Revista Chapingo

Serie Horticultura 19 (1): 15-31
54



Tatineni, S., Sagaram, U. S., Gowda, S., Robertson, C. J., Dawson, W. O., lwanami, T., and
Wang, N. (2008). In planta distribution of ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ as
revealed by polymerase chain reaction (PCR) and real-time PCR. Phytopathology
98:592-599.

Teixeira, D. C., Saillard, C., Couture, C., Martins, E. C., Wulff, N. A., Eveillard-Jagoueix,
S., Yamamoto, P.T., Ayres, A. J., and Bove, J. M. (2008). Distribution and
quantification of Candidatus Liberibacter americanus, agent of Huanglongbing disease
of citrus in Sdo Paulo State, Brasil, in leaves of an affected sweet orange tree as
determined by PCR. Molecular and Cellular Probes. 22: 139-150.

Velazquez-Monreal, J. J., Manzanilla-Ramirez, M. A., Manzo-Sanchez, G., Robles-
Gonzélez, M. M., Orozco-Santos, M., Carrillo-Medrano, S. H. (2012). Reaccion del
limén mexicano a Candidatus Liberibacter asiaticus mediante inoculacién por injerto.
In: Memorias de Congreso Nacional de Fitopatologia. Nuevo Vallarta, Nay. Méx. pp
171.

Zhang, M., Powell, C. A., Guo, Y., Doud, M. S., and Duan, Y. (2012). A graft-based
chemotherapy method for screening effective molecules and rescuing Huanglongbing-

affected citrus plants. Phytopathology 102: 567-574.

55



Capitulo 3
Efecto de la interaccion Citrus aurantifolia y tipo de patrdon en la expresion histolégica

foliar en respuesta a la Infeccion de Candidatus Liberibacter asiaticus

3.1. Resumen

En México, los sintomas inducidos por Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) han sido
mas severos en limén mexicano injertado sobre Citrus macrophylla. EI conocimiento del
efecto del injerto/portainjerto en la incidencia y severidad de los sintomas inducidos por
ClLas es limitado, por lo que los objetivos de esta investigacion fueron estimar la expresion
de sintomas en limén mexicano injertado en C. macrophylla, C. aurantium y C.
volkameriana, y su asociacion con alteraciones histologicas del floema. En 2013, se injertd
una vareta de limoén mexicano positiva a CLas en cada una de siete plantas de Ca, Cvy Cmy
un testigo por patron, en un disefio de parcelas divididas. Las plantas se mantuvieron en
invernadero del INIFAP CE-Tecoman. Seis meses despues, 6 de las 9 plantas presentaron
moteado difuso foliar. Los sintomas observados fueron punteados cloréticos, seguido de
moteados difusos, aclaramiento de nervaduras y posteriormente clorosis; en la combinacion
Lm/cm se presentd después de los 18mdi muerte de ramas y plantas (20 mdi). La severidad
fue mayor en plantas de Lm sobre Cm (60-100%), mientras que en Lm sobre Ca y Cv
(<60%) fueron de moderados a leves. Para el andlisis histoldgico, se seleccionaron tres
ramas por planta; en cada rama se marcaron las regiones distal y proximal, con respecto a la
zona del punto de injerto. A partir de los 12 meses después de la inoculacion (mdi) hasta los
20 mdi, se muestred mensualmente una hoja por rama de cada region. De la porcion central
de cada hoja se cortaron discos de 6 mm y se analizaron histolégicamente. EIl ancho del

floema (hiperplasia) (AF) de Lm sobre Cm, Ca y Cv increment6 con respecto al tejido sano
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(P=0.001). La anchura promedio del floema fue menor en Lm/Ca (74+2um) con respecto a
Lm/Cv 80+2um y Lm/Cm 84+2um, aunque no hubo diferencias estadisticas. En Lm/Ca el
promedio de hiperplasia fue similar en las regiones proximal y distal de las ramas (76+2
pm), en contraste con las otras combinaciones de Lm/Cv y Lm/Cm donde el incremento de
la hiperplasia fue mayor en la seccion proximal (82+2 um), lo que sugiere un efecto

histoldgico restrictivo de movilidad del in6culo.

Palabras clave: Huanglongbing, Citrus aurantium, C. volkameriana y C. macrophylla.
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3.2.  Introduccién

En las especies citricolas que se cultivan comercialmente, el portainjerto es un
componente importante debido a que confiere caracteristicas agrondémicas favorables, asi
como resistencia o tolerancia a diferentes condiciones abioticas y bidticas (Castle, 2010). En
este sentido, la naranja trifoliada (Poncirus trifoliata) y algunos de sus hibridos,
comunmente utilizados como portainjertos, no expresan los sintomas tipicos inducidos por
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas). De acuerdo con Albrecht y Bowman (2011),
plantas de P. trifoliata y del el hibrido US-897, cultivadas en invernadero y campo e
infectadas con CLas, presentaron los mayores rendimientos en comparacion a C. reticulata,
por lo que las reportaron como tolerantes a este patdgeno. Posteriormente, estos mismos
investigadores reportaron a Carrizo y US-942 como materiales tolerantes; US-802, US-812,
Benecke y limén Volkameriano como moderadamente tolerantes; y a la mandarina

Cleopatra como susceptible (Albrecht y Bowman, 2012).

En México, los sintomas inducidos por CLas han sido mas severos en limén mexicano
(Citrus aurantifolia) injertado sobre limén Macrofila (C. macrophylla) con respecto al
injertado en limon Volkameriano (C. volkameriana). (Esquivel et al., 2012; Velazquez-
Monreal et al., 2012). También se ha sefialado que el rendimiento de limén mexicano se
reduce hasta 50% cuando la severidad es del 75 al 100% (Bermudez-Guzman et al., 2015;

Robles-Gonzélez et al., 2013).

CLas induce la acumulacién almidéon en las células parenguimatosas en hojas y tallos;

esta acumulacion es excesiva en citricos agrios (Esquivel-Chavez et al., 2012),
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probablemente como resultado de la degeneracion y colapso del floema debido a la
hiperplasia de las células parenquimatosas de este tejido (Etxeberria et al., 2009; Achor et
al., 2010; Esquivel-Chavez et al., 2012; Aritua et al., 2013; Johnson et al., 2014 y Fu et al.,
2015). Esquivel-Chavez y colaboradores (2012), analizaron el efecto de Clas en citricos
dulces y agrios a partir de indices en relacion asintomético:sintomético (sano/enfermo) con
respecto al &rea y anchura del floema, y acumulacion de almidon, sugirieron que limon
mexicano (1:63.8 limén mexicano, 1:2.5 limén persa, y 1:1.9 naranja dulce) es mas

vulnerable a la infeccién de CLas.

Para comprender mejor los mecanismos de tolerancia o susceptibilidad de los citricos a
la infeccion de CLas, se han realizado analisis anatdbmicos comparativos de limén rugoso
tolerantes y de naranja dulce susceptibles a CLas, reportando colapso del floema y
acumulacion de almidén en tejidos de peciolos y hojas. Interesantemente, en hojas
asintomaéticas infectadas, los cambios anatdmicos importantes; por ejemplo, colapso celular
y la acumulacién de almidon se encontraron en naranja dulce, pero no en limén rugoso
confirmando su tolerancia (Fan et al., 2013).

A partir del fuerte efecto a nivel histologico que induce CLas en el floema de citricos
agrios (Esquivel-Chavez et al., 2012), se hipotetiz6 que la hiperplasia reduce la movilidad
bacteriana hacia los flujos de crecimiento en las plantas, afectando directamente la
disponibilidad del inéculo potencial para la adquisicién por su vector Diaphorina citri.
Adicionalmente, debido a los antecedentes del efecto del patrén en la concentracion
bacteriana (Esquivel et al., 2016 en prensa), este trabajo se planted con el propoésito de

estudiar el efecto de la interaccion C. aurantifolia con los patrones C. macrophylla (Cm), C.
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aurantium (Ca) y C. volkameriana (Cv) en la expresion histopatoldgica foliar en respuesta a

la infeccion de CLas.

3.3.  Materiales y métodos
3.3.1. Material vegetal

La investigacion se realizd en 2013-2014 en condiciones de invernadero del Campo
Experimental Tecoméan del INIFAP, en el estado de Colima, con el fin de evitar la movilidad

de in6culo fuera de este estado.

Como portainjertos se utilizaron plantas de C. macrophylla (Cm), C. volkameriana (Cv)
y C. aurantium (Ca), las cuales se obtuvieron de un vivero comercial certificado. La fuente
de in6culo se obtuvo de arboles de limén mexicano de 8 afios de edad positivos a CLas
desde abril de 2010 (LmCLas). La concentracion de la bacteria se estimé mediante PCR

cuantitativa.

3.3.2. Inoculacion

De la fuente de in6culo se colectaron 9 varetas medianamente lignificadas de mas de 20
cm de largo con sintomas visuales de HLB. De manera individual, cada vareta se injerto en
tallos de 1.0 cm de diametro de Cm, Cv y Ca. El injerto fue tipo pua y se hizo a una altura
promedio de 34 cm sobre el nivel del sustrato. A los 15 dias después de haber injertado las
varetas de LmCLas, se injertdé una yema sana de limén mexicano (LmS) a una altura de 24
cm sobre el nivel del sustrato (Figura 3.1). Se podé el apice de todos los portainjertos a fin

de inducir el crecimiento de las varetas y yemas de Lm.
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3.3.3. Establecimiento de experimento

El experimento se establecio en abril de 2013 bajo un arreglo aleatorio considerando
tres tratamientos con tres repeticiones cada uno. Los tratamientos 1, 2 y 3 consistieron,
respectivamente, de plantas de Cm, Cv y Ca injertadas con varetas de LmCLas. El

tratamiento testigo consistio de una planta de cada portainjerto en donde se injertd una

vareta sana de Lm libre de CLas (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Esquema de plantas de limon mexicano y tipos de injertos realizados en

tratamientos y plantas testigo. Injerto de yema YsLm= yema sana de limén mexicano;

Injerto tipo pla vareta de limon mexicano positiva a CLas= LmCLas, vareta de limon

mexicano sana= LmS.

3.3.4. Variables evaluadas

Se evaluaron la expresion de sintomas en el follaje y el indice de hiperplasia en floema.

La expresion de sintomas se evalué mensualmente en las plantas de Lm injertado en Cm, Cv
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y Ca hasta los 12 meses después de la inoculacion (mdi). Se hizo el registro fotogréfico de la
aparicion de punteados cloréticos, moteados difusos, clorosis, y sintomas similares a los
causados por deficiencias de minerales. También se determind la concentracion bacteriana

mediante g-PCR.

Para evaluar el indice de hiperplasia (anchura del floema), se seleccionaron 3 ramas de
Lm injertadas en todas las plantas de Cm, Cv y Ca, y se marcaron las regiones proximal y
distal (ultimo brote) al punto de injerto. Durante 20 meses, cada 30 dias a partir de los 12
mdi, se recolectaron dos hojas de la regién proximal y dos de la distal al punto de injerto en
cada una de las combinaciones injerto/portainjerto. De los tratamientos testigo se recolecto

solo una hoja. EI nimero total de hojas recolectadas fue de 57 por fecha de muestreo.

De la base de la nervadura central de cada hoja se cortaron discos de 6 mm de diametro
tomando como referencia la nervadura central. Los discos foliares se fijaron en FAA por 48
h para ser procesados histologicamente segun la metodologia descrita por Esquivel-Chavez

et al. (2012).

De los cortes obtenidos se eligieron 95 portaobjetos de Lm/Ca, Lm/Cm y Lm/Cv por
fecha de colecta. De cada portaobjeto se seleccionaron el quinto, décimo, décimo quinto y
vigésimo corte, analizando un total de 2375 cortes por combinacion injerto/portainjerto. Para
calcular la anchura del floema, se tomaron fotomicrografias de los cortes seleccionados. Las
mediciones se hicieron sobre las imagenes digitales con el analizador de imagenes Image

Tool® ver. 3.0.

Todas las muestras foliares se analizaron por gPCR a partir de 0.1g de nervadura central

de la misma hoja seleccionada para los estudios histologicos, el producto de PCR se mandd
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a secuenciar para corroborar la presencia de CLas. La extraccion de acidos nucleicos totales

se realizo por el método de CTAB segun Freitas-Astla y colaboradores (2003).

3.3.5. AnAlisis estadistico

Las mediciones obtenidas de la anchura del floema se analizaron independientemente
mediante un disefio estadistico de parcelas subdivididas (ANDEVA) con el programa SAS
ver. 9.4. La fecha de muestreo, combinacion [Lm/Ca, Lm/Cm y Lm/Cv] y la seccion de la
rama [Rama 1 (Distal y proximal), rama 2 (Distal y proximal) y rama 3 (Distal y proximal)]
se asociaron a la parcela grande, mediana y chica, respectivamente. La medicion de anchura
de floema se empled para calcular el indice de hiperplasia (Ih=X del anchura del floema de
hoja sintomatica / X del anchura del floema de hoja testigo) en um?. Este indice se encontré

previamente como un indicador de dafio (Esquive-Chavez et al., 2012).

3.4 Resultados

3.4.1. Sintomas

Los primeros sintomas se registraron tres meses después de la inoculacién (mdi) en tres
plantas, a los seis meses siete de las nueve plantas presentaron sintomas tipicos inducidos
por CLas (moteado difuso foliar). La combinacion de Lm con los tres portainjertos presentd
sintomas variados y diferenciados entre combinaciones. La combinacion de Lm/Ca presentd
a los seis mdi sintomas de punteado clorético, moteado leve y en algunos casos moteados
albinos leves; otros sintomas observados pero tardios fueron aclaramiento de nervaduras y
clorosis leve (Figura 3.2A, 3.2B, 3.2C, 3.2D y 3.2E). Las plantas de la combinacion de
Lm/Cv presentaron moteado asimétrico, aclaramiento de nervaduras, clorosis; a los 17 mdi

abscision de hojas y muerte de ramas después de los 18 mdi (Figura 3.2F, 3.2G, 3.2H, 3.2l y
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3.2]). EI Lm/Cm present6, principalmente, punteados cloréticos, seguido de moteados
difusos, aclaramiento de nervaduras y posteriormente amarillamiento total de hojas jovenes
y maduras. A los 17 mdi, los sintomas fueron mas severos acompafiados de defoliacion y
muerte de ramas, asi como una disminucion del crecimiento de brotes nuevos y reduccion
del tamafio de las hojas. A los 20 mdi dos de las tres plantas murieron (Figura 3.2K, 3.2L,
3.2M, 3.2N y 3.20). En general, la severidad fue mayor en plantas de Lm sobre Cm,

mientras que en Lm sobre Ca y Cv fueron de moderados a leves.
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\ ' B
Figura 3.2. Sintomas en limén mexicano sobre tres patrones inducidos por CLas.

Combinacién de Lm/Ca: A) Punteado clorédtico, B) Moteado leve, C) Moteado albino, D)
Moteado difuso, E) Aclaramiento de nervaduras; Lm/Cv: F) Moteado leve, G) Aclaramiento
de nervaduras, H) Moteado albino, 1) Moteado difuso J) Clorosis; Lm/Cm: K) Punteado
clorético, L) Moteado leve,, M) Aclaramiento de nervaduras, N) Moteado difuso y O)

Clorosis total.
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3.4.2. Alteraciones histologicas

El ancho del floema (AF) se asoci6 con una division celular descontrolada o hiperplasia.
AF de la base de la nervadura central de hojas sintométicas y sanas aumentd con el tiempo
en las tres combinaciones de portainjerto con limén mexicano (Figura 3.3), aunque el

incremento fue mayor en tejido sintomatico en todos los casos (p<0.05).
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Figura 3.3. Fluctuacion del anchura del floema en cortes transversales de hojas de limon
mexicano/C. aurantium, hojas de limén mexicano/C. macrophylla y hojas de limdn

mexicano/C. volkameriana con hiperplasia y tejido sano.

Los materiales sintomaticos de limén mexicano sobre C. aurantium, C. macrophylla y
C. volkameriana infectados con CLas presentaron un incremento progresivo en la
hiperplasia del floema con respecto al tejido sano. A 20 meses después de la inoculacién los
efectos diferenciales a nivel celular entre cada portainjerto no fueron significativos (P=
0.001). Sin embargo, Lm/Cm presenté mayor severidad (Clorosis y muerte de ramas), en

contraste con las otras combinaciones (Figura 3.4y 3.5).
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correspondientes a los sintomas inducidos por CLas a los 12 mdi y a los 20 mdi en tejido de

limon mexicano (Lm) injertado en Citrus aurantium(A-D), Citrus volkameriana (E-H) y
Citrus macrophylla (I-L). Barras=100 um. H=hiperplasia, AN=aclramiento de nervaduras,

PC=punteado clorotico y C=clorosis.
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Figura 3.5. Representacion gréafica de mediciones de anchura del floema en cortes
transversales de hojas de limén mexicano/C. aurantium, hojas de limén mexicano/C.

macrophylla y hojas de limén mexicano/C. volkameriana con hiperplasia y tejido sano.

El indice de hiperplasia se calculo a partir de promedios del AF por combinacion de Lm
en su relacion al tejido foliar sano/enfermo (Cuadro 3.1), para este analisis se observaron
diferencias significativas entre combinaciones de limon mexicano para cada fecha de
evaluacion. El Ih fue significativamente mayor en Lm/C. macrophylla en las Gltimas tres
fechas de evaluacion y estuvo relacionado con las severidad de sintomas en la especie
(Cuadro 3.1). Contrastantemente el AF en las hojas de las regiones distal y proximal no fue
diferente estadisticamente a partir del analisis del area absoluta bajo la curva ABC de la
variable AF en limén mexicano sobre tres patrones durante 5 fechas (Cuadro 3.2). Estos

resultados muestran un efecto diferencial en la patogénesis de CLas.
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Cuadro 3.1. Fluctuacion del indice de hiperplasia en limén mexicano sobre tres patrones

durante 5 fechas (relacion sano/enfermo).

Patrén abr-15 jun-15 ago-15 oct-15 dic-15

12 mdi 14 mdi 16 mdi 18 mdi 20 mdi
Lm/Ca 2.06 a 1.73b 2.07b 1.44b 1.33c
Lm/Cv 217a 240a 2.06b 1.41b 2.19b
Lm/Cm 184D 2.39a 2.15a 1.79a 243 a

Cuadro 3.2. Analisis del area absoluta bajo la curva ABCPE de la variable AF en limén

mexicano sobre tres patrones durante 5 fechas.

Combinacidén Seccién ABCP YO0 Yf T-Tes
Lm/Ca D 298.0 34.3 130.0 45 a
P -108.4 31.2 134.8
Lm/Cv D 48.6 20.8 128.3 2 a
P -83.7 39.1 124.9
Lm/Cm D -175.9 40.3 142.0 4 a
P -91.6 37.7 142.0

La concentracion bacteriana vari6 entre periodos de evaluacion y entre combinaciones
de limon mexicano/portainjerto. Sin embargo, esta asociacién no fue comparable con el
incremento en la anchura del floema (hiperplasia) (cuadro 3.3 y Figura 3.6), en las diferentes
combinaciones, ya que no se observaron diferencias significativas entre combinaciones de

limon mexicano, pero si entre plantas enfermas y sanas.
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Cuadro 3.3. Analisis de regresion para cada combinacion injerto/portainjerto y por seccion

de la rama.
Combinacion Seccion de la Variable Modelo R?
rama dafio de CLas

Lm/Ca D Anch F Y=11.30x + 47.42 0.635

P Y=11.30x + 47.42 0.635

D [CLas] Y=59085x + 28103 0.247

P Y=50790x + 10874 0.389

Lm/Cv D Anch F Y=13.35x + 40.51 0.876

P Y=13.35x + 40.51 0.876

D [CLas] Y=42450x + 2109 0.301

P Y=32673x + 81368 0.118

Lm/Cm D Anch F Y=10.94x + 51.74 0.833

P Y=11.68x + 50.56 0.868

D [CLas] Y=50790x + 10874 0.389

P Y=50790x + 10874 0.389
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Figura 3.6. Promedio de la anchura del floema en comparacion con la fluctuaccion de la

concentracion de ClLas (datos de Esquivel et al., 2016 en prensa) en limén mexicano en

combinacion con tres patrones. A-B) Limon mexicano/C. aurantium, seccion distal (A)

proximal (B); C-D) Limdén mexicano/C. Volkameriana, distal (C) proximal (D); y E-F)

Limon mexicano/C. macrophylla, distal (E) proximal (F).
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3.5. Discusién

Las diferentes especies de citricos y variedades exhiben sintomas variados a la infeccion
por CLas (Folimonova et al., 2009; Esquivel-Chavez et al., 2012). Una vez infectadas, las
plantas de limon mexicano muestran sintomas foliares, retraso en el crecimiento de los
arboles; pero dependiendo de la combinacion los sintomas difieren entre ellas. Previamente
se habia mostrado el efecto de CLas en la expresion de sintomas visuales e histologicos
(Esquivel-Chavez et al., 2012) en citricos agrios con respecto a Cm y Cv. En este trabajo se
evalu6 ademas el naranjo agrio (Ca) como portainjerto y el efecto de posicion relativa en la
planta tanto de la concentracion bacteriana como los cambios histologicos con el fin de

determinar si la movilidad del inoculo es afectado por el nivel de dafio en los tejidos.

El deterioro del floema de hojas, peciolos y tallos ocasionado por colapso y
taponamiento del floema en de naranja Valencia se ha demostrado previamente (Etxeberria
et al., 2009; Achor et al., 2010; Folimonova y Achor, 2010; Etxeberria y Narciso, 2012,
Esquivel-Chavez et al., 2012). En este trabajo el floema de las hojas sintomaticas de Lm
sobre tres patrones se colapsd. Los analisis anatomicos presentados apoyan la destruccion
del tejido del floema a medida que avanza la enfermedad (Figuras 3.4) es probable que se

obstruya todo el transporte a través de los tubos cribosos.

La anchura del floema en las hojas de las regiones distal y proximal no fue
estadisticamente diferente. Interesantemente se observé que en la combinacion de Lm/Ca el
promedio de AF es similar en las dos regiones de las ramas, en contraste con las otras
combinaciones de Lm/Cv y Lm/Cm donde el incremento de AF fue mayor en la seccion
proximal (Figura 3.5). Esto ultimo sugiere que existe mayor movilidad bacteriana en las

secciones distales debido al menor indice de hiperplasia en esta region de las ramas y en
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consecuencia mayor disponibilidad de indculo en éreas de alimentacion del vector de CLas
en estas combinaciones de Lm/Cv y Lm/Cm, las cuales fueron diferentes a Lm/Ca. Esta
implicacion se apoya en un trabajo reciente en el que se detectd mayor concentracion de
CLas en las regiones distales de las ramas de Lm/Cm (Esquivel et al., 2016 en prensa).
Estos resultados muestran un efecto diferencial del portainjerto en la patogénesis de ClLas
con respecto al testigo sano. La secuenciacion molecular confirmo la invariabilidad de la

fuente de indculo.
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Capitulo 4
Reaccidn de tres especies de citricos a Candidatus Liberibacter asiaticus mediante

inoculacioén y su relacion con portainjertos
4.1. Resumen

Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) afecta diferencialmente a todas las especies de
citricos. Para las condiciones de México ha provocado epidemias de alta intensidad en
citricos agrios y estas han sido més prevalentes en limén mexicano injertado sobre Citrus
macrophylla. La interaccion de la variedad/portainjerto interfiere directamente con la
severidad de los sintomas inducidos por CLas, pero su conocimiento es limitado, por lo que
el objetivo de esta investigacion fue comparar el efecto de la vareta procedente de la fuente
de in6culo y la copa de citricos agrios y dulces bajo el supuesto de un comportamiento
diferencial de las combinaciones injerto-portainjerto en detrimento de los citricos agrios. En
2012, tallos de 0.5cm de diametro de limén mexicano infectado naturalmente y procedente
de huertos comerciales de Colima se usaron como fuente de indculo. La inoculacion se
realiz por injerto de aproximacion en plantas de 1 afio previamente establecidas en las
combinaciones: Lm/C. macrophylla (Cm) 6 plantas, Lm/C. volkameriana (Cv) 6 plantas,
Lp/Cm 6 plantas, Lp/Cv 6 plantas y Nd/Cv 6 plantas. Por planta se realizé la colecta de dos
hojas, una de la seccion proximal al punto de inoculacion y de la seccion distal, cada 30 dias
por 9 meses a partir de los 24 meses después de la inoculacion (mdi). El andlisis foliar se
realizd de forma independiente. En cada fecha se registraron los sintomas visuales y se
evalud la severidad en el dosel mediante una escala de severidad de 5 clases (1=sano (0%),
2=sintomas leves (25%), 3=sintomas moderados (50%), 4=sintomas fuertes (75%) y

5=sintomas severos (100%)). Un total de 495 muestras se analizaron molecularmente
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mediante g-PCR con los iniciadores que amplifican para el gen 16S DNA ribosomal: HLBas
(TCG AGC GCG TAT GCA ATA CG) y HLBp (GCG TTA TCC CGT AGA AAA AGG
TAG), junto con la sonda HLBr (FAM-AGACGG GTGAGT AAC GCG/3BQH1).
Histoldgicamente se analizaron 4,375 cortes basales de la nervadura central foliar. La
concentracion de CLas y anchura de floema se analizaron bajo un disefio de parcelas
divididas (SAS® ver 9.4). Los tres citricos presentaron variaciones en la expresion visual de
los sintomas. Lm/Cm presentd fuerte clorosis y otros sintomas como punteado clordtico,
moteado asimétrico, clorosis, aclaramiento de nervaduras. Fue la Unica combinacion donde
ocurri6 muerte de ramas en tres de cinco plantas. Lm/Cv mostré exclusivamente una
moderada clorosis. Los sintomas en Lp/Cm fueron andlogos a Lm/Cm sin presentar muerte
de ramas. Las plantas de Lp/Cv desarrollaron sintomas de punteado clorético, aclaramiento
de nervaduras y moteados asimétricos. En Nd/Cv los sintomas fueron de leves a moderados,
y se present6 principalmente acorchado en hojas. A nivel de severidad en dosel, Lm/Cm fue
el mas afectado con un promedio del 75% a los 32 mdi. En los tres citricos evaluados se
presentd una tendencia similar en cuanto al incremento y decremento de la concentracion de
CLas en el tiempo, observandose dos picos importantes de maxima concentracion; el
primero a los 25 y 26 mdi y el segundo entre los 29 y 30 mdi. Las combinaciones de Lm/Cm
y Lm/Cv presentaron las mas altas concentraciones siendo estadisticamente diferentes
(P=0.001) con respecto a los otros citricos. Nd/Cv tuvo consistentemente la concentracion
mas baja en un promedio del 57% y 28% con respecto a Lm/Cm y Lp/Cm, respectivamente.
Histologicamente, en Lm/Cm la anchura de floema presenté el mayor incremento
(93.5+2um) respecto a la combinacion de Nd/Cv (82.5+2um) a los 32mdi, aunque no hubo
diferencia estadistica.

Palabras clave: Huanglongbing, agrios y dulces, C. volkameriana y C. macrophylla.
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4.2. Introduccion

Los sintomas de Huanglongbing (HLB) son variados y se pueden parecer a los de otros
desordenes de citricos. Las hojas también pueden llegar a ser mas gruesas, con venas
dilatadas y apariencia corchosa. Los sintomas varian de acuerdo al tiempo de infeccién, la
etapa de la enfermedad, etc. (Esquivel-Chavez et al., 2012; Flores-Sanchez et al., 2015) y
pueden ser confundidos o enmascarados con los sintomas de otras enfermedades como
deficiencias de minerales como zinc, hierro, manganeso, calcio, etc. (Bové, 2006), sin
embargo, algunas de sus caracteristicas son especificas. Los arboles afectados usualmente
desarrollan uno o mas brotes amarillos, de ahi el nombre de la enfermedad. En las hojas se
desarrolla un patron de areas amarillas y verdes sin limites definidos, dando apariencia de un
moteado (“"manchas") asimétrico, siendo el sintoma mas caracteristico en hojas de arboles

enfermos (Esquivel-Chavez et al., 2012).

Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) induce alteraciones a nivel histoldgico, entre
las que destacan la acumulacién masiva de almidon en hojas y tallos, hiperplasia y
consecuente degeneracion de las células acompafiantes del floema, taponamiento de los
tubos cribosos del floema con calosa y proteinas (Kim et al., 2009; Achor et al., 2010;
Folimonova y Achor, 2010; Esquivel-Chavez et al., 2012). El taponamiento de los tubos
cribosos fue analizado en limén mexicano, persa y naranja dulce y no se encontraron
diferencias significativas (P= 0.005) en la concentracion de proteinas entre citricos pero si
entre tejido sintomatico y asintomatico (Esquivel-Chavez et al., 2012). Koh y colaboradores
(2012), reportaron que el taponamiento con calosa inhibe el transporte de los fotoasimilados,

lo cual contribuye al desarrollo de los sintomas de la enfermedad.

79



Por otra parte, se ha detectado la distribucion de CLas en relacion con su concentracion
en diferentes estudios. Flores-Sanchez y colaboradores (2015), describieron la relacion de la
concentracion bacteriana con la severidad del HLB y sus resultados indican que la expresion
de sintomas de la enfermedad esta directamente relacionada con el nivel de concentracion
del patdgeno. Esta deteccion pudiera asociarse con las alteraciones inducidas a nivel celular
diferenciando los sintomas macroscépicos. La concentracion bacteriana en las plantas de
citricos presenta una distribucion irregular dentro de una rama y entre ramas de todo el dosel
del arbol. Teixeira y colaboradores (2008), evaluaron la concentracion de Candidatus
Liberibacter americanus (CLam) en hoja de naranja dulce, mediante las técnicas de PCR
convencional y en tiempo real (RT-PCR). Aunque RT-PCR fue capaz de detectar hasta 10
copias de CLam por gramo de tejido (1/g), esta bacteria no pudo ser detectada en algunas
hojas de una rama positiva, la cual presentaba muchas asintomaticas, mientras que en las
hojas con moteado de ramas sintomaticas de un mismo éarbol, el titulo de CLam alcanz6
valores tan altos como 107 x I/g. Estos resultados demuestran la distribucién heterogénea del
HLB, pero aparentemente no se observa brote joven asintoméatico como en citricos agrios.
Esto se puede explicar por el mayor taponamiento del floema en los citricos agrios

(Esquivel-Chavez et al., 2012).

Es muy probable que la heterogeneidad observada en naranja dulce se encuentre en los
citricos agrios. Sin embargo, las tasas de brotacidbn mas intensas, la severidad de los
sintomas y la defoliacion sugieren que la movilidad bacteriana podria ser mas severa en los
citricos acidos. Sin embargo, los estudios histoldgicos indican un fuerte bloqueo del floema
a partir del incremento en el indice de hiperplasia (Esquivel-Chavez et al., 2012). Esto

sugiere gque podria limitar la translocacién de la bacteria a puntos de crecimiento vegetativos
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por cierto tiempo en funcion de la severidad del sintoma. Visiblemente esto se observa en
brotes nuevos con sintomas en el crecimiento vegetativo de la estacion previa pero ausentes

en el crecimiento nuevo.

Por otra parte, el HLB afecta a todas las especies de citricos pero en cada una de ellas
presenta diferencias en la expresion sintomética. Distintos estudios han clasificado a las
variedades de citricos como: susceptibles, moderadados y tolerantes. Un ejemplo de esto son
los reportes en los cuales se describe al limon persa como tolerante a HLB presentando
sintomas leves con relacion a titulos altos de la bacteria en las plantas (Folimonova et al.,
2009). También existen reportes de variedades altamente tolerantes al HLB por ejemplo
Poncirus trifoliata, el cual ha sido utilizado como portainjerto (Albrecht y Bowman, 2011;
Folimonova et al., 2009; Stover et al., 2001). Los extractos de los frutos y semillas de P.
trifoliata han sido ampliamente utilizados como compuestos antibacterianos (Rahman et al.,
2009). Albrecht y Bowman (2011), mencionan que estos compuestos pueden estar
involucrados en la reduccion del desarrollo o movimiento de CLas, causando la resistencia o
tolerancia al HLB. En general, estos trabajos se han evaluado a nivel de invernadero con
inoculaciones por injerto en pie franco. Sin embargo, existen pocos estudios de
susceptibilidad en la combinacién injerto-portainjerto. En un trabajo sobre portainjertos y
limon mexicano se encontraron diferencias en la expresion sintomatica del HLB en este
citrico; el cual sobre Citrus macrophylla, el portainjerto méas utilizado en la regién
productora de Tecoman, Colima, presentd mayor expresion sintomatica en comparacion con
C. volkmeriana, con el que expresé sintomas de moderados a leves (Velazquez-Monreal et
al., 2012). Por otra parte, se ha detectado un huerto en Jalisco, Mex., de produccion de

naranja dulce sobre C. volkameriana el cual presenta niveles de severidad altos en la
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expresion sintomatica del HLB, estos sintomas no son predominantes para este citrico de las
condiciones de México (Robles-Garcia, 2013 comunicacion personal con la Direccion
General de Sanidad Vegetal (DGSV)). Interesantemente en la peninsula de Yucatan donde la
dispersion y severidad del HLB no alcanza los niveles del estado de Colima, el patrén
predominante con naranja dulce es naranjo agrio. Esto sugiere que se deben hacer estudios
formales de portainjertos en relacién a limoén mexicano y persa como injertos, a pesar de que

la concentracion CLas es analoga en los tres portainjertos referidos.

Un trabajo previo con respecto a la histologia de limén mexicano y persa mediante la
evaluacion de cinco variables mostrd que estos citricos son mas susceptibles a la infeccion
por CLas y que las alteraciones a nivel celular se incrementan con el tiempo de infeccion, y
a su vez estan relacionados con el tipo de manejo agronémico y la edad de los arboles
(Esquivel-Chavez et al., 2012). Sin embargo, en dicho estudio no se registro el tiempo de
infeccion, la concentracion bacteriana, ni la edad de los arboles, los cuales son factores
estrechamente relacionados con el tipo de sintomas y alteraciones que pudiera estar

induciendo la bacteria en diferentes hospedantes.

En contraste con estos trabajos, se sabe poco sobre los cambios de expresion
sintomatica asociados con la expresion fisiologica en el sistema de transporte afectados por
la concentracion de CLas en los tejidos foliares. En el presente trabajo, la cantidad de
indculo, los cambios a nivel sintomatico, y la concentracién de CLas se compararon en
tejido sano, asintomatico y sintomatico en diferentes genotipos de citricos comercialmente
importantes para determinar si los cambios fisiolégicos podrian estar asociados con la
infeccion por HLB, y la severidad de los sintomas. Por lo anterior se propuso el presente

proyecto con la hipotesis y objetivo siguientes:
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Hipotesis: Candidatus Liberibacter asiaticus presenta un efecto diferencial en la severidad
de los sintomas que induce dependiente de la especie citricola, esto estd
condicionado por la combinacién injerto-portainjerto impidiendo altas

concentraciones de la bacteria en las plantas.

Objetivo: Evaluar el efecto de la combinacion injerto-portainjerto en la expresion de

sintomas de CLas y su concentracion en limén mexicano, persa y naranja dulce.

4.3. Materiales y métodos

Este trabajo se llevo a cabo en invernadero y laboratorio. Los ensayos se establecieron
en el 2012 en un invernadero del Campo Experimental (C.E.) Tecoman del INIFAP, en el
estado de Colima, donde primero se obtuvieron plantas de limon mexicano (Lm), limén
persa (Lp) y naranja dulce (Nd); las cuales después se inocularon con CLas mediante injerto
de varetas de limén mexicano infectadas con HLB (CLas') y se mantuvieron en el
invernadero por 24 meses para ser analizadas molecular e histolégicamente en el laboratorio

de Fitosanidad del Colegio de Posgraduados Campus Montecillo.

4.3.1. Portainjertos

Para generar las plantas de Lm, Lp y Nd se utilizaron como portainjerto plantas
certificadas de limén Macrofila C. macrophylla (Cm) y limon Volkameriana C.
volkameriana (Cv) de 6 meses de edad con 1.5 cm de grosor, las cuales se injertaron
individualmente con una yema sana de alguna de las tres especies indicadas, segun el caso, a
una altura de 34 cm sobre el nivel del suelo y se asi obtuvieron plantas de diferentes

combinaciones injerto/ portainjerto: Lm/Cm, Lm/Cv, Lp/Cm, Lp/Cv y Nd/Cv.
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4.3.2. Inoculacion

Las plantas de Lm, Lp y Nd producidas se inocularon con Lm*“**. El inéculo provino
de arboles de Lm de ocho afios con HLB mantenidos en condiciones de invernadero desde el
2010. Para ello se colectaron brotes medianamente lignificados de méas de 20 cm de longitud
con sintomas severos inducidos por CLas para la obtencidn de varetas que se injertaron en
plantas de Lm, Lp y Nd. Las varetas previamente se cortaron en bisel y se insertaron en el
tallo de los portainjertos a una altura promedio de 24 cm sobre el nivel del suelo (Figura
4.1). La confirmacion y concentracion de CLas en los arboles utilizados como fuente de
inéculo se estimd por PCR en tiempo real (q-PCR). Las plantas utilizadas como testigo
también fueron injertadas con varetas de limén mexicano pero negativas a CLas (CLas’),

éstas se obtuvieron del Banco de Germoplasma del C. E. Tecoman.

El experimento consté de los siguientes cinco tratamientos: Lm*“"5/Cm, Lm*“"*/Cy,
Lp*c/Cm, Lp*™“™*/Cv y Nd*“"*/Cv; ademés también se incluyeron cinco testigos: Lm"
CLas1Cm, Lm™CS/Cv, Lp®/Cm, Lp™“*/Cv y Nd™**/Cv. Los tratamientos tuvieron cinco
repeticiones y los testigos solo una, dando un total de 30 plantas. Se considerd una planta

como unidad experimental.
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g 5 ._\
Figura 4.1. Procedimiento de inoculacién de ClLas por injerto en plantas de limon

mexicano, limén persa y naranja dulce. A) Insertado de varetas de limén mexicano ClLas’; B
y C) Sellado de vareta; D) Destape 15 dias después de la inoculacion; E y F) Indculo y copa,

respectivamente.
4.3.3. Evaluacidn de la expresion de sintomas

A partir de los 24 meses después de la inoculacion (mdi) hasta los 32 mdi se hicieron
evaluaciones mensuales de la severidad de sintomas foliares en las plantas, lo cual se hizo en
base al porcentaje de copa de las plantas mostrando a éstos, empleando una escala de cinco
clases: 1) sano (=0%), 2) sintomas leves (25%), 3) sintomas moderados (50%), 4) sintomas
fuertes (75%) y 5) sintomas severos (100%). Se registro la presencia de sintomas foliares
como punteado clorético, moteados difusos y clorosis, asi como sintomas similares a los
causados por deficiencias nutrimentales. En todos los casos se hizo el registro fotografico

correspondiente.
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4.3.4. Desarrollo de la enfermedad, concentracion y distribucion de CLas

Para evaluar el progreso de la infeccion, la concentracion y distribucion de la bacteria,
se monitoreé en cada planta la copa y el brote que se desarroll6 a partir de la vareta Lm*“-*
utilizada como indculo. De esta forma se tomaron dos muestras foliares por planta de cada
tratamiento y solo una muestra de la copa de las plantas testigo por tratamiento. Se
colectaron 55 muestras por muestreo mensual (Cuadro 4.1). Para ello se tomé una hoja por
seccion en cada planta (copa o indculo); en el muestreo inicial se eligio la primer hoja basal
del brote seleccionado y en éste en la siguiente fecha de muestreo fue otra hoja ubicada en

forma ascendente y asi sucesivamente para cada muestro. Esto con la finalidad de identificar

la concentracion y distribucion de CLas en cada fecha.

Cuadro 4.1. Unidades de muestras obtenidas de los tratamientos evaluados y sus testigos en

el periodo abril —diciembre, 2014.

Tratamientos  14-abril  20-may  27-jun 10-jul  10-agos 10-sep 10-oct  10-nov  10-dic

Lm*“t*/Cm 10" 10 10 10 10 10 10 10 10
Lm**/Cm 1° 1 1 1 1 1 1 1 1
Lm*C/Cy 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Lm“-*/Cv 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Lp*®-*/Cm 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Lp-*/Cm 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Lp*-®/Cv 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Lp-*/Cv 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Nd*“-*/Cy 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Nd“-*/Cv 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Muestras 55 55 55 55 55 55 55 55 55

Totales/Colecta

*En cada tratamiento se tom6 la mitad de muestras (5) de la copa y la otra mitad (5) del brote que se originé del
inéculo Lm*** en cada planta.
%En las plantas testigo se tomd solo una muestra de la copa en cada planta.
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Todas las muestras se analizaron por gPCR a partir de 0.1 g de nervadura central de la
hoja. La extraccion de acidos nucleicos totales se realizé por el método de CTAB de acuerdo
al procedimiento de Freitas-Astua y colaboradores (2003). La pureza del ADN se estimo con

un espectrofotdémetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.).

La deteccion y cuantificacion de CLas se hizo con los iniciadores que amplifican para el
gen 16S DNA ribosomal: HLBas (TCG AGC GCG TAT GCA ATA CG) y HLBp (GCG
TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG), junto con la sonda HLBr (FAM- AGACGG
GTGAGT AAC GCG/3BQH1) (Li et al., 2006). La mezcla de reaccion para la gPCR
consisti6 en 20 ul, de los cuales 10 pl fueron de Universal Probes Supermix
(SsoAdvanced™ BIO-RAD), 120 nM de cada iniciador, 180 nM de sonda y 1 pl de DNA
total. Las reacciones de amplificacion se hicieron en un termociclador StepOne Plus
(Applied Biosystems) con las condiciones siguientes: un paso a 95° C durante 3 min,

seguido de 40 ciclos a 95° C por 5s y 59° C durante 40 s.

La cuantificacion de la bacteria se realiz6 por el método descrito por Li y colaboradores
(2006), adaptado por SENASICA-CNRF (Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria). Se
prepararon diluciones seriales del ADN de la bacteria a partir de 1°109,500 ng/ pl de 16sr
DNA de ClLas, dividido en alicuotas de 1:10, de las cuales se hicieron 5 diluciones, y se
almacenaron a 4 °C hasta su uso. Las diluciones se emplearon para generar la curva
estandar. Para determinar la sensibilidad tedrica y la fiabilidad de la gPCR, se hicieron dos
repeticiones de cada muestra. El producto de PCR de la primera y décima fechas de

muestreo se mando secuenciar para corroborar que se trabajé con CLas.
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4.3.5. Andlisis Histoldgico

En el andlisis histoldgico que tuvo como finalidad de evaluar el progreso de la infeccion
y el indice de hiperplasia (Anchura del floema), Unicamente se consideraron tres plantas o
repeticiones por cada uno de los cinco tratamientos y la planta testigo respectiva de cada
caso, siendo un total de 20 plantas las que se utilizaron en este estudio. Para la toma de datos
de cada una de las plantas de los distintos tratamientos se seleccionaron dos muestras

foliares (una de la copa y otra del brote que se originé del indculo Lm*C-

) y solo una
muestra de la copa de las plantas testigo por tratamiento. Dando asi un total de 35 muestras

procesadas por fecha de muestreo (Cuadro 4.2).

Para el andlisis histologico se procesaron muestras de cada una de las siguientes fechas
de muestreo: 1(14-abril-14); 3 (20-jun-14); 5 (10-ago-14); 7 (10-sep-14) y 9 (10-nov-14)
(Cuadro 4.2). De cada muestra se disectd una seccidn de la base de la nervadura central de
una hoja. Y de la parte media de cada hoja se cortaron discos de 6 mm tomando como
referencia la nervadura central. ElI material vegetal se fijo en FAA por 48 h, se deshidratd
gradualmente en etanol y se incluyé en paraplast (SIGMA®). Las muestras se cortaron
transversalmente a 10 um de grosor con un micrétomo rotatorio (A. O. Company mod.
Spencer 820), de las cuales se obtuvieron cinco laminillas por muestra y en cada laminilla se

montaron 20 cortes, dando un total de 17500 cortes histologicos.

Las secciones obtenidas se tifieron con safranina-verde réapido preparada en
metilcelosolve segun el protocolo descrito por Lopez et al. (2005) (Anexo 1). Las
observaciones se realizaron en un microscopio Optico marca VELAB, y en un

fotomicroscopio 111 Carl Zeiss con camara digital para microscopia Paxcam 3.
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Para las mediciones (um) de areas con hiperplasia se tomaron 5 imégenes por laminilla
a 10 X aumentos, teniendo como referencia el primero, quinto, décimo, quinceavo y
veinteavo corte de la laminilla. Las mediciones en las imagenes digitales se hicieron con el
analizador de imégenes ImageTool ver. 3.0. En el Cuadro 4.2 se presenta el nUmero de
muestras, laminillas, im&genes y mediciones, correspondientes a las fechas de muestreo 1, 3,
5 7 y 9. Asi mismo se observa un total de 175 muestras procesadas y 875 laminillas

analizadas.

Cuadro 4.2. Muestras procesadas para su analisis histoldgico.

Fecha de Nam. NUm. de NUm. de NUm. de
Muestreo de Laminillas Imégenes Mediciones (1m)
Muestras (5/muestra) (5/laminilla) (4*/imagen)
1 35 175 875 3500
3 35 175 875 3500
5 35 175 875 3500
7 35 175 875 3500
9 35 175 875 3500
Total 175 875 4375 17500

'Se obtuvo un promedio por imagen para evitar cualquier error.

4.3.6. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se empled el programa SAS (SAS Institute, Cary, NC). Se
compard la concentracion de CLas y su distribucion por ramas en el progreso temporal de la
enfermedad, mediante la prueba de separacion de medias de Tukey, con significancia de p<

0.05.
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4.4. Resultados
4.4.1. Sintomas

A partir de la inoculacion de CLas (abril de 2012) en plantas de las combinaciones
injerto/portainjerto: Lm/Cm, Lm/Cv, Lp/Cm, Lp/Cv y Nd/Cv se efectuaron observaciones
periddicas para registrar los sintomas que presentaban y asi determinar el efecto de la
bacteria sobre la expresion de los mismos en ellas, asi como también se determiné la
concentracion del patdgeno en dos partes de cada planta como son la copa (variedad) y el

brote que se origind del indculo. El andlisis se inicié 24 mdi y concluyé a los 32 mdi.

El numero de plantas con sintomas y la intensidad de éstos se incrementaron con el
tiempo. A los 6 mdi, la mayoria de las plantas inoculadas con el patdgeno expresaron los
sintomas tipicos inducidos por éste, excepto las de naranja dulce (Figura 4.2). Los tres
citricos presentaron variaciones en la expresion visual de los sintomas, entre los cuales se
observaron aclaramiento de nervaduras, moteado leve, moteado blancuzco, moteado
asimétrico y clorosis (Figura 4.3; Cuadro 4.3). El limén mexicano en combinacion con Cm
presentd sintomas de punteado clorético, moteado asimétrico, clorosis, aclaramiento de
nervaduras y muerte de ramas, los sintomas no se presentaron de forma individual, sino que
en una misma planta se presentaron dos o tres sintomas (Cuadro 4.3). En la combinacion
Lm/Cv solo se observé clorosis. Las plantas de limén persa en combinacion con Cm fueron
casi tan susceptibles como el limén mexicano sobre ese mismo portainjerto (Lm/Cm) con
sintomas similares 24 mdi sin presentar muerte de ramas. Las plantas de Lp/Cv mostraron
una respuesta muy variable; desarrollaron sintomas de punteado clorético, aclaramiento de
nervaduras y moteados asimétricos entre los 3 y 6 mdi, mientras que otras presentaron

sintomas tardios de clorosis y moteado blancuzco a los 15 mdi. Los sintomas observados en
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naranja dulce sobre Cv fueron de leves a moderados, siendo la nica combinacion en la que
se presentd acorchado en hojas y en algunas plantas sobre todo en la parte del injerto se
observo moteado difuso (Cuadro 4.3). La severidad de sintomas fue mayor en plantas de Lm
injertadas sobre C. macrophylla, asi mismo se registrd la més alta concentracion de CLas en
esta combinacién (Figura 4.4). EI Lm, Lp y Nd en las diferentes combinaciones mostraron

sintomas leves a moderados en 32 meses evaluados.

\oa 2
“PQF!{““.‘..
4710

-~ N %

Figura 4.2. Distribucion de Candidatus Liberibacter asiaticus en plantas de citricos sobre
dos patrones, a los 24 meses después de la inoculacion. Analisis de PCR cuantitativo en

tiempo real.
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Figura 4.3. Sintomas inducidos por CLas 12 meses después de la inoculacion en limén

mexicano (A, D, F y H), limon persa (E y G) y naranja dulce (B y C). A) Punteado clorético;
B y C) Aclaramiento de nervaduras; D Moteado asimétrico; E) Moteado leve; F y G)

Moteado blancuzco; y H) Clorosis.
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Cuadro 4.3. Expresion de sintomas en citricos y su relacion en la combinacion

injerto/portainjerto inducidos por CLas.

Sintomas
Combinacién #Num. % ®
injerto/portainjerto de ) s 8 8 o8 3 2
J J planta. T8 S S g S8 B3 2 & °
LB 15 & @ & o S 8 o & E g
S5 © S E &8 © GE) oS 8 S E
A = =& =5 J«-c (@) < =c
1 + - + - + + - +
2 - - + - + - - -
Limén mexicano /C.
macrophylla 3 + ) * ) * * ) )
4 + - + - + + -
5 + - + - + + -
6 + + - - - + - -
7 + + - - - + - -
Limén mexicano /C.
. 8 + + - - - + - -
volkameriana
9 + + - - - + - -
10 + + - - - + - -
11 + - + - + + - -
12 - - + - - + - -
Limén persa/C. 13 + ) ) _ + + } }
macrophylla
14 - - + - - + - -
15 + - + - - + - -
16 - - - + + + - -
17 + - - - + + - -
Limon persa/ C. 18 - - + - + - - -
volkameriana
19 + - - - - + - -
20 - - + + - - -
21 - - + - - - +
Naranja dulce / C. 29 - - + - - - +
volkameriana
23 - - + - - - +
24 - - - - -
25 - - - - -
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4.4.2. Concentracion y distribucion de CLas

Los resultados mostraron que las plantas de citricos aparentemente presentaron
diferencias en la concentracion bacteriana en cada una de las combinaciones
injerto/portainjerto con respecto a las diferentes fechas de evaluacion. La distribucion del
patégeno fue heterogénea en relacion a titulos muy bajos, las mayores concentraciones se
registraron en la parte proximal al punto de inoculacion. Las dos combinaciones de limon
mexicano con los dos portainjertos Cm y Cv tuvieron la mayor concentracion a los 24 mdi,
pero también registro las concentraciones mas bajas a los 28 y 29 mdi (Cuadro 4.4.1 y
4.4.2). Estas concentraciones se mantuvieron a través del tiempo, aunque, mostraron algunas
variaciones en al menos un periodo de evaluacion y un efecto diferencial segun el citrico
afectado. EI Lp*®™* y la Nd*“™* tuvieron concentraciones similares en las diferentes fechas
de evaluacion, contrastando con las concentraciones altas detectadas en Lm en sus diferentes
combinaciones, siendo significativamente diferente (F< 0.0001) con respecto a los otros dos

citricos y sus combinaciones.

Cuadro 4.4.1. Andlisis de cuantificacion de Candidatus Liberibacter asiaticus, nimero de

copias del gen 16S rDNA, en citricos sobre dos portainjertos (copa del arbol).

MDI 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Combinacién Concentracién de CLas (# de copias/ul)
Lp/Cv? 51.7 268 673 1459 326 326 788 717 193
Lp/Cm 531 179 179 757 250 250 100.0 438 194
Lm/Cm 46.7 695 4111 165.7 6.4 6.4 587.0 5883 19.6
Lm/Cv 279.2 659.1 1571 2613 119 119 262 214 .
Nd/Cv 427 146 1815 1815 188 188 60.7 443 8.5

® Datos de la seccion de la copa (Variedad) de cada combinacidn.
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Cuadro 4.4.2. Analisis de cuantificacion de Candidatus Liberibacter asiaticus, niUmero de

copias del gen 16S rDNA, en citricos sobre dos portainjertos (indculo).

MDI 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Combinacién Concentracion de CLas (# de copias/pl)
Lp/Cv? 82.7 51.8 168.5 98.8 18.6 18.6 87.9 40.0 17.6
Lp/Cm 58.3 23.0 23.0 230.2 24.7 24.7 90.0 40.2 354
Lm/Cm 1315 143.9 170.9 162.8 439 .
Lm/Cv 37.1 37.5 85.1 125.2 245 245 32.3 50.2 .
Nd/Cv 26.0 33.9 7.7 7.7 354 354 100.4 128.0 27.8

®Datos de la seccion del inéculo de cada combinacion injerto-portainjerto.

700 ~
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No. de copias CLas/ul
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Lp/Cv Lp/Cm Lm/Cv Lm/Cm Nd/Cv

Figura 4.4. Cuantificacion temporal de CLas mediante analisis de PCR cuantitativo en
tiempo real de los 24 hasta los 32 meses después de la inoculacion en limén persa (Lp),
limén mexicano (Lm) y naranja dulce (Nd) sobre dos portainjertos diferentes VVolkameriana

(Cv) y Macrofila (Cm). Copa=Variedad; Ino=Indculo.
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Los sintomas expresados en cada combinacion de limon mexicano, presentaron
variaciones segun la severidad de los sintomas, observandose la mayor severidad de los
mismos cuando se utilizé el portainjerto C. macrophylla. Asi mismo, se obtuvieron
diferencias en la concentracion de CLas entre fechas de muestreo, aumentando ésta en la
parte de la copa y disminuyendo en el brote desarrollado en el in6culo de la planta
muestreada en periodos de 30 dias respecto a la determinacion anterior (Figura 4.4). En los
tres citricos evaluados se presentd una tendencia similar en cuanto al incremento y
decremento de la concentracion en las diferentes fechas de evaluacion, observandose dos
picos importantes de mé&xima concentracion bacteriana en todo el periodo de evaluacion; el
primero a los 25 y 26 mdi y el segundo entre los 29 y 30 mdi (Figura 4.5). No habiendo una
tendencia diferencial en la distribucion y concentracion de la bacteria entre patrones
evaluados. En general, en los tres citricos, durante dos fechas de evaluacion (28 a 29 mdi) se
presentaron las mas bajas concentraciones de la bacteria. Esto ultimo pudiera asociarse con
incremento de la temperatura, lo que estaria induciendo directamente bajas concentraciones

del patégeno.
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Figura 4.5. Dindmica de la concentracién de CLas en el tiempo a partir de los 24 hasta los

32 meses después de la inoculacion en citricos y su relacion injerto/portainjerto. Deteccion

por analisis de PCR cuantitativo en tiempo real.
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4.4.3. Andlisis histoldgico

A nivel histoldgico, las células parenquimatosas del floema de la nervadura central de
las hojas de Lm*“**/C. macrophylla y C. volkameriana; Lp*“"* /C. macrophylla y C.

volkameriana; Nd*c-

/C. volkameriana presentaron hiperplasia y la consecuente
desorganizacion del sistema vascular. La anchura del floema de hojas tanto sintomaticas
como asintomaticas de HLB aumentd en las tres combinaciones de limén mexicano durante
el tiempo (Figura 4.6), aunque el incremento fue mayor en tejido con sintomas de la
enfermedad en todos los casos (p<0.05). El incremento de la anchura de este tejido esta

asociado directamente con el aumento en la division celular (hiperplasia) de las células del

parénquima de floema.
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Figura 4.6. Micr
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ografias de
(Lm), limon persa (Lp) y naranja dulce (Nd) sobre los patrones Citrus macrophylla (Cm) y
C. volkameriana (Cv) infectadas por Candidatus Liberibacter asiaticus a los 24 meses
después de la inoculacion. Lm: A, B, Cy D; Lp: E, F, Gy H; Nd:l y J; sobre Cm: A, B, E, F
y K; Sobre Cv: C, D, G, H, I,Jy L; Copa:A, C, E, G e |; injerto: B, D, F, HY J; y Testigos:
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El colapso del floema inducido por la hiperplasia de las celulas acompafiantes presentd
un incremento progresivo durante el periodo de evaluacion de los 24 hasta los 32 mdi
(Figuras 4.7 y 4.8), asi como, los sintomas macroscopicos. El ancho del floema (hiperplasia)
(AF) de Lm sobre Cm y Cv; Lp sobre Cmy Cv; y Nd sobre Cv incremento con respecto al
tejido sano, pero no se observaron diferencias significativas entre citricos, ni tampoco entre

combinaciones (Figuras 4.6 y 4.7).
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Figura 4.7. Fluctuacion temporal de la anchura del floema en tres citricos.

El limén mexicano fue el citrico macroscdpicamente mas afectado por CLas en este
ensayo. Esta misma especie sobre C. macrophylla present6 un incremento significativo en la
hiperplasia del floema de manera progresiva en las diferentes fechas de muestreo (Figura
4.8), estimado con la anchura del floema (X=86.82 um) con respecto al tejido sano del
testigo (X=47.04 um) mostrando concordancia con la severidad visual de los sintomas. Esta
asociacion no fue comparable con el incremento en la anchura del floema (hiperplasia) en
las diferentes combinaciones ni entre citricos, ya que no se observaron diferencias

significativas entre combinaciones de citricos, pero si entre plantas enfermas y sanas.
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macrophylla infectadas por Candidatus Liberibacter asiaticus a los 24 meses después de la

inoculacion (mdi): A) copa, B) in6culo; y a los 32 mdi: C) copa, D) in6culo.
4.5.  Discusion

ClLas se detecto en el 100% de las plantas evaluadas excepto en las plantas testigo. Las
diferentes especies de citricos y variedades exhiben sintomas variados debido a la infeccién
por CLas (Folimonova et al., 2009; Esquivel-Chavez et al., 2012). Una vez infectadas, las
plantas de citricos muestran sintomas foliares, retraso en el crecimiento de los arboles; pero
dependiendo de la combinacion (variedad/portainjerto) los sintomas difieren entre ellas. En
este ensayo el limon mexicano injertado sobre C. macrophylla fue el citrico mas afectado

por CLas, Robles-Gonzalez y colaboradores (2013), también reporto severidades muy altas
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en este citrico. EI mismo limon mexicano sobre C. volkameriana presentd sintomas
similares a la combinacion previa sin llegar a ocurrir la muerte de ramas. Diferencias

similares fueron reportadas en limon rugoso infectadas por CLas (Fan et al., 2013).

En el presente trabajo los niveles de concentracion de la bacteria variaron entre las
diferentes combinaciones evaluadas de limdn mexicano, limén persa y naranja dulce con los
portainjertos Macrofila y VVolkameriana, pero todas las plantas exhibieron concentraciones
muy bajas del patégeno (Cuadro 4.4.1 y 4.4.2). Dentro de todas las combinaciones, se
observaron diferencias en las concentraciones de ClLas a través del tiempo, es decir, se
presentd una fluctuacion, aumentaba y disminuia dicha concentracion (Figura 4.5). Sin

embargo, estas diferencias no fueron consistentes.

En los tres citricos estudiados (Lm, Lp y Nd) se presentd una tendencia similar en
cuanto al incremento y decremento de la concentracion de CLas en las diferentes fechas de
evaluacion, observandose dos picos importantes de méaxima concentracion bacteriana en
todo el periodo de evaluacion; el primero a los 25 y 26 mdi (mayo a junio) y el segundo
entre los 29 y 30 (Octubre a noviembre) mdi. Estos picos de maxima concentracién de la
bacteria estan directamente relacionados con los picos poblacionales mas altos para el vector
de ClLas el psilido asiatico de los citricos, el cual se da en los meses de mayo a julio y

octubre a diciembre (Figura 4.5) (Orozco-Santos et al., 2014).

Como en el floema de hojas, peciolos y tallos de naranja Valencia (Etxeberria et al.,
2009; Achor et al., 2010; Folimonova y Achor, 2010), ocurrio colapso del floema de las
hojas sintomaticas tanto de limén mexicano como de limon persa sobre Macrofila y

Volkameriana; asi como de naranja dulce sobre Volkameriana también se colapso. La
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anchura del floema de hojas sintomaticas y sanas aumentd en las combinaciones
injerto/portainjerto anteriores a través del tiempo (Figuras 4.6, 4.7 y 4.8), aunque el
incremento fue mayor en tejido sintomatico en todos los casos (p=0.05). El colapso y
taponamiento del floema se ha detallado ain mas por Achor y colaboradores (2010),
Etxeberria y Narciso (2012) y Esquivel-Chavez et al. (2012). Los anélisis anatomicos
presentados mostraron la destruccion del tejido del floema a medida que avanza la
enfermedad (Figuras 4.6, 4.7 y 4.8) y es probable que se obstruya todo el transporte de

fotoasimilidos a través de los tubos cribosos.

4.6. Conclusiones

En limén mexicano se detecté mayor concentracion de CLas a los 24 meses después de
la inoculacion, también los sintomas fueron més evidentes en este citrico sobre Macrofila.
La distribucidn bacteriana fue heterogénea en relacion a titulos muy bajos. A pesar de que el
patdgeno se distribuye de manera heterogénea dentro de cada planta, la comparacion de la
concentracion de éste en limoén mexicano, limon persa y naranja dulce y sus combinaciones
con los portainjetos Macrofila y Volkameriana revel6 que se detectaron niveles similares de
ClLas en éstas aun con grados de severidad diferentes, lo que indica la usencia de correlacién

entre ambas variables.
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Capitulo 5
¢Es la fuente de indculo o tipo de patron responsable en una condicion asintomatica del

naranjo dulce (Citrus sinensis)?

5.1. Resumen
A partir de la deteccion de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) en plantas
asintomaticas de Citrus sinensis (Cs) en Puebla, México; y debido a que la deteccion
molecular del patdgeno no era consistente, se propuso el presente proyecto con el fin de
probar la hipotesis de que el naranjo agrio como portainjerto podria tener una implicacion en
la expresion asintomatica de CLas en naranjo dulce (Nd); con los objetivos siguientes: 1)
Evaluar las implicaciones de la combinacién Nd-patron y su comparacion con tres fuentes
de inoculo de CLas en la concentracidn bacteriana y cambios histoldgicos a nivel de tejido
foliar; 2) Analizar molecularmente la implicacién de la proteina pp2 en posibles mecanismos
de resistencia de la planta en detrimento de la concentracion de CLas. En 2014, se realizaron
injertos tipo pla con tres fuentes de indculo de CLas proveniente de Puebla, Jalisco y
Quintana Roo sobre patrones certificados de naranjo VVolkameriano (C. volkameriana) (Cv)
y naranjo agrio (C. aurantium) (Ca). Este experimento consistio de 10 plantas por fuente de
indculo, con las combinaciones Nd/Cv y Nd/Ca. A partir de los tres mdi se colectaron
muestras cada 30 dias por 5 meses. Secuencialmente, se seleccionaron hojas
ascendentemente a partir de la base de una rama seleccionada por planta. En cada fecha se
registraron los sintomas visuales y se evalud la severidad en dosel. Las muestras se
analizaron molecularmente mediante g-PCR (430 muestras totales) e histolégicamente
(1,350 cortes foliares analizados), bajo un disefio de parcelas divididas (SAS® ver 9.4). Los

tipos de sintomas expresados en las distintas combinaciones fueron contrastantes y
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consistieron en aclaramiento de nervaduras y clorosis ligera en Nd/Ca, moteado difusos,
moteado albino y clorosis en Nd/Cv. La expresion de sintomas inicié entre los 101 y 135
ddi. La combinacion Nd/Ca con ClLas-P mantuvo su condicion asintomatica. La
concentracion bacteriana present6 fluctuaciones en las diferentes fechas de muestreo en un
rango de 3.1x10* a 6.6X10°. No se presentaron diferencias entre patrones con respecto al
indculo, pero si entre fuentes de indculo, siendo mayor y estadisticamente diferente en
CLas-J. Con este indculo, la maxima concentracion se detecté en Nd/Cv a los 122 ddi con
6.6X10°. Se observé un efecto diferencial en la anchura del floema inducida por CLas segin
la fuente de in6culo con respecto al testigo sano. El efecto promedio fue de 38%, 28% y
27% para CLas-J, CLas-Q y CLas-P, respectivamente. La mayor alteracion se observo en
ClLas-J (42+2 pm), lo que coincide con la alta concentracion de CLas. La combinacion
Nd/Ca se asoci6 con cierta tolerancia a CLas debido a titulos altos de la bacteria (1.1X10°
copias CLas/ul a los 4 mdi) con nula expresion de sintomas (CLas-P) o baja expresion de

sintomas en CLas-J y CLas-Q (<25%).

Palabras Clave: Huanglongbing, C. aurantium, C. volkameriana, and g-PCR.
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5.2.  Introduccién

ClLas infecta todas las especies de citricos con diferencias en la expresion sintomatica
(Esquivel-Chavez et al., 2012; Velazquez-Monreal et al., 2012). Se tienen reportes que
indican la relacion inversa entre la intensidad de los sintomas en el hospedante y la
concentracion bacteriana (Folimonova et al., 2009; Stover et al., 2001). Lo que se
contrapone con lo reportado por Flores-Sanchez y colaboradores (2015), quienes
describieron que la concentracion de CLas esté directamente relacionada con la severidad de
la enfermedad en condiciones de campo. Esta relacion pudiera asociarse también con las
alteraciones inducidas a nivel celular.

El desarrollo y la intensidad epidémica de la enfermedad en México han sido distintos a
los esperados, después de la entrada de CLas. En 2010, un estudio realizado por el IICA
reportd que los principales dafios por susceptibilidad de las especies disponibles en México
serian en citricos dulces de acuerdo a las referencias obtenidas de la literatura en Brasil,
EUA, Asia y otros paises (Salcedo et al., 2010). Sin embargo, estudios recientes

demostraron que en México las especies citricolas mas susceptibles han sido citricos agrios.

A finales de 2013, el area oficial fitosanitaria del SENASICA reporto en la region norte
de Puebla, una condicién atipica relacionada con la deteccion recurrente de muestras
vegetales asintomaticas en plantas de naranja dulce (Citrus sinensis) injertados sobre naranjo
agrio (C. aurantium) (Robles, 2013. Comunicacion personal). Debido a que la deteccion
molecular del patdégeno no era consistente y que los arboles no presentaban la
sintomatologia del HLB, se establecio un experimento en invernadero con el fin de probar la

hipdtesis de que el naranjo agrio como portainjerto podria tener una implicacion en la
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expresion asintomética de CLas en naranjo dulce. Por lo anterior se propuso el presente

proyecto con los objetivos siguientes:

Objetivos: 1) Evaluar las implicaciones de la combinacion naranja dulce-patron y su
comparacion con tres fuentes de inoculo de CLas en la concentracion bacteriana
y cambios histologicos a nivel de tejido foliar.
2) Analizar molecularmente la implicacion de la proteina pp2 en posibles
mecanismos de resistencia de la planta en detrimento de la concentracion de

ClLas.

5.3. Materiales y métodos

5.3.1 Experimento en Invernadero

Con el fin de evitar posible riesgo de escape de inéculo, el 24 de abril 2014, se
establecio un experimento en condiciones de invernadero del INIFAP-Tecoman, Colima. Se
realizd un injerto tipo pua con tres fuentes de indculo de CLas proveniente de Puebla, Jalisco
y Quintana Roo sobre patrones certificados de naranjo Volkameriano (C. volkameriana)
(Cv) y naranjo agrio (C. aurantium) (Ca). Con la finalidad de determinar que la condicién
asintomatica se debiera al origen del indculo se empled indculo proveniente de plantas
asintomaticas procedentes de ramas CLas+ dichas plantas se mantuvieron en jaulas con
doble malla antiafidos. Ademas como parte del disefio experimental se injertaron varetas de
naranja dulce (C. sinensis) (Cs) certificadas como controles negativos (Cuadro 5.1).
Trascurridos 25 dias después de la inoculacién (ddi) se realizo el destape de los injertos para

corroborar el prendimiento de los mismos (15 de mayo, 2014). Los injertos que murieron
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fueron remplazados el 6 de junio con material correspondiente a la fuente de indculo

requerida.

Cuadro 5.1. Descripcion de la fuente de indculo, injerto, portainjerto y nimero de

repeticiones establecidas en el disefio del experimento.

Fuente de Indculo Reg. Citricola Patron Injerto Repeticion
Naranja dulce Volkameriana Pda + 16
Asintoméatica (Cv) Pua - 5
) Centro-Golfo
San José Acateno, N. Agrio Pla + 16
Puebla (Ca) PUa - g
Volkameriana Pua + 10
Naranja dulce
) (Cv) Pla - 5
sintomatica Peninsula i
. N. Agrio (Ca) Pua + 10
Quintana Roo
Pua - 5
Volkameriana Pua + 10
Naranja dulce
! _ (V) Pla - 5
sintomatica Pacifico i
. N. Agrio Pua + 10
Jalisco
(Ca) Pla - 5

'Se calculd el nimero de plantas con base a los datos de transmisibilidad reportados por Velazquez-Monreal et
al. (2012) y Albrecht y Bowman (2011).

5.3.2. Seleccién de material vegetal para fuente de in6culo

El material vegetal utilizado como fuente de inéculo fue seleccionado de regiones
citricolas de naranja dulce (C. sinensis) en los estados de Quintana Roo, Jalisco y Puebla.
Este ultimo fue seleccionado con base a los resultados de gPCR realizados a un arbol
asintomatico positivo localizado en San José Acateno, Puebla. Se selecciond varetas de
ramas con mayor concentraciéon de CLas. La concentracion de CLas fue cuantificada en cada

fuente de indculo.
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Las varetas de los in6culos provenientes de Jalisco y Puebla se colectaron el 22 y 23 de
abril 2014, respectivamente, en ambos casos se cortaron varetas de 10-15 cm de longitud de
arboles de naranja dulce, procurando que las varetas portaran yemas viables, se envolvieron
con papel absorbente y se conservaron en una hielera con geles refrigerantes para su traslado
a las instalaciones del INIFAP-Tecomén, Colima. Por su parte el material de Quintana Roo
fue colectado el 24 de abril 2014, este material es parte de una coleccion de éste centro de

Investigacion.

5.3.3. Recolecta de tejido vegetal y evaluacion de expresion de sintomas

Con el fin de determinar la concentracion bacteriana y determinar los cambios
histolégicos inducidos por CLas tres meses después de la inoculacion (mdi) se inici6 la
colecta de material, el 14 de Julio 2014 y a partir de esta fecha se realizaron muestreos
periddicos cada 20 dias (Cuadro 5.2). En cada colecta se cortaron dos hojas de la parte
proximal al punto de injerto, la muestra se coloco en bolsas de polipapel dentro de una
hielera con geles refrigerantes para su conservacion y traslado al laboratorio LANREF del

Colegio de Postgraduados.

Ademaés en cada colecta, se monitored la expresion de sintomas y su progresividad con

el fin de registrar el desarrollo de la enfermedad.
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Cuadro 5.2. Cronograma de colectas de material vegetal por fuente de indculo y patrén, en

el periodo julio a octubre, 2014.

Fuente Inéculo Patrén Repeticion 14-jul 4-ago 27-ago 19-sep 1-oct
Puebla Volkameriana 16 16 16 16 16 16
5 5 5 5 5 5
N. Agrio 5 5 5 5 5 5
5 5 5 5 5 5
Quintana Roo  Volkameriana 10 10 10 10 10 10
5 5 5 5 5 5
N. Agrio 10 10 10 10 10 10
5 5 5 5 5 5
Jalisco Volkameriana 10 10 10 10 10 10
5 5 5 5 5 5
N. Agrio 10 5 5 5 5 5
5 5 5 5 5 5
Muestras Totales/Colecta 86 86 86 86 86

5.3.4. Cuantificacion de CLas qPCR

Para la cuantificacion de CLas se utilizé el metodo de curva estandar en un volumen de
reaccion de 20 pl, empleando el siguiente set de primers HLBas (TCG AGC GCG TAT
GCA ATA CG) y HLBp (GCG TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG), junto con la sonda
HLBr (FAM- AGACGG GTGAGT AAC GCG/3BQH1) descritos por Li et al., (2006) vy el
supermix SsoAdvanced™ (BIO-RAD). La reaccion se llevo acab6 en un termociclador
StepOne (Applied Biosystems) y el programa de termociclaje consistio en desnaturalizacién
inicial a 95 °C por 3min, 40 ciclos que consistieron en 95°C por 5 s, seguido de 59 °C por

40s y 59 °C por 35s (Anexo 1).
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5.3.5. Anélisis molecular de proteinas asociadas a mecanismos de resistencia

Para la deteccion de la proteina de lectina pp2 (especifica del floema) reportada por
Albrecht y Bowman (2008) quienes detectaron esta proteina en plantas de naranja dulce solo
en presencia de CLas. Para ello se realizo la extraccion de RNA con el protocolo de CTAB
2% (Doyle y Doyle 1987; Freitas-Astda et al., 2003) con 100 mg de nervadura central. Para
la obtencion del cDNA (DNA complementario) se utilizé el Kit RETROscript® (AMBIO)
siguiendo las especificaciones de manufactura. Se realizé el disefio de un par de primers
PP2F (CGG ACA AAG AGA ACA GAG GAT G) y PP2R (TCG AAC TCT CCC AGC
TCT ATC) con base a la secuencia de Arabidopsis thaliana (Albrecht y Bowman, 2008). La
PCR se llevo a cabo bajo las condiciones de reaccion de acuerdo al Cuadro 5.3. El programa
de termociclaje consistié en desnaturalizacién inicial a 95 °C por 10 min, seguida de 40
ciclos que consistieron de una etapa de desnaturalizacién a 95 °C por 30 s, anillamiento a
55.9 °C por 30 s y una extension a 72 °C por 30 s; y una etapa de extension final a 72 °C por

5 min.

Cuadro 5.3. Condiciones de PCR con el set de primers PP2F/PP2R

Reactivo 1X
Buffer 10x 2.5ul
MgCl, 1.25 ul
dNTP’S 0.5ul
PP2F 2ul
PP2R 2ul
Taqg 0.4ul
H,O libre de nucleasas 14.35
23 ul
cDNA 2
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Los fragmentos amplificados por PCR fueron visualizados por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio en una proporcién 1:10. La electroforesis
fue corrida con buffer TAE 1X; se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 pb. El
voltaje utilizado fue de 90 volts por 45 min. Trascurrido el tiempo de electroforesis, se

revel6 con un transiluminador de luz UV.

5.3.6. Andlisis histologico

Para el andlisis histoldgico se procesaron un total de 201 muestras 63 pertenecientes a la
colecta 1 (14-jul-14), 61 a la colecta 3 (27-ago-14) y 77 a la colecta 5 (10-oct-14) (Cuadro
5.4). Previamente, estas muestras tuvieron un proceso de fijacion (FAA). El proceso

completo incluyé una serie de fases, las cuales se describen a continuacion (Figura 5.1)

(Anexo 2).
1. FIJACION 2.LAVADO 3. DESHIDRATACION

Formaldehido + &cido acético Aguade la llave Alcohol etilico (50, 70, 85, 96 y

glacial + alcohol etilico 96% (FAA) ﬁ (Figura 3). ﬁ 100%).

(Figura 2).

» 48hrs o mas » 30 minutos » 3 hrs/cambio
.......................... 5. MONTAJE DE CUBOS DE 4. INCLUSION . "Alcohol absoluto :
*Vaciado de PARAFINA ] xilol 100% (1:1)

Xilol : paraplast (1:1)
Xilol : paraplast (1:2)
Paraplast 100%

1y 2:1.5 hrs/cambio, 3: 48 hrs

*Dos cambios de

Bloques de madera de 1 cm?
xilol 100%

(Figura 5).

Vo NE

{ paraplast en cajitas de ...
papel e introduccién o
dela muestra.

6. CORTES TRANSVERSALES
10 um de grosor con Microtomo
rotatorio (Figura 6).

> 15 hrs/cambio“.":

8. DESPARAFINACION
1. Estufaa40°C

2. 3cambios de xilol 100%
3. Alcohol etilico 100y 96%

» 1:2 hrs, 2y 3:3 min/cambio

7. MONTAIJE DE LOS CORTES EN
PORTAOBIJETOS
ﬁ Bafio de flotacidn + 1 pizca de
grenetina (40 a 50 °C) (Figura 7 y
8).

*Enjuaguepara
retirar el exceso
de colorante.

10. TINCION Y SELLADO 9. TINCION SAFRANINA F
Verde répido y Resina sintética |~ | T
(Figura 9y 10).

> 24hrs > 1hr

Figura 5.1. Diagrama del proceso de preparacion del tejido foliar para realizar un anélisis

histoldgico. Fuente: Lopez et al., 2005.
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Cuadro 5.4. Numero de muestras seleccionadas por fuente de inoculo y tipo de patron, para

andlisis histoldgico. Periodo julio—octubre, 2014.

Fuente de Indculo Patron 14-jul 27-ago 10-oct
s Volkameriano 16 16 16
Puebla ] L
N. Agrio 5 5 20
. Volkameriano 10 10 10
Quintana Roo .
N. Agrio 10 10 10
Volkameriano 10 10 10
Jalisco )
N. Agrio 10 8 9
) Volkameriano 57 5 5
Testigo (-) )
N. Agrio 5 5 5
Muestras Totales/Colecta 63 61 77

!Se adicionaron las muestras pertenecientes a la reinoculacion en naranjo agrio fuente de inéculo Puebla.
’De un total de 5 testigos correspondientes a cada porta-injerto y colecta, solo fue procesada 1 muestra.

*fecha de inoculacién de varetas positivas a CLas: 20-abril-2014.

De un total de 201 muestras ya incluidas en parafina, se seleccionaron tres muestras por
cada fuente de inéculo (una muestra por planta) y patron para cada fecha de colecta,
teniendo un total de 54 muestras (16 pertenecientes a la colecta 1, 17 a la colecta 3, 16 a la
colecta 5, 3 al ensayo 4 (Re-inoculacion Naranjo Agrio (RINA)) y 2 a los testigos). Cada
muestra fue sometida a las fases 6-10 de la figura 5.1. Las observaciones se realizaron en un

microscopio compuesto con cdmara digital para microscopia.

Para las mediciones (um) de areas con hiperplasia se tomaron 5 imagenes por laminilla
a 10 X aumentos, tomando como referencia el 1 ro, 5 to, 10 mo, 15 to y 20 mo corte de la
laminilla. Las mediciones en las imagenes digitales se hicieron con el analizador de
imagenes Image Tool ver. 3.0. En el Cuadro 5.5 se muestra el numero de muestras,

laminillas, imagenes y mediciones, correspondientes a la colecta 1, 3 y 5, asi como la RINA
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y los testigos correspondientes. Asi mismo se observa un total de 54 muestras procesadas y

270 laminillas analizadas.

Cuadro 5.5. Numero de muestras laminillas, imagenes y mediciones realizadas para

determinar la hiperplasia del floema en material vegetal proveniente de la combinacion

Cs/Cay Cs/Cuv.
Colecta # de muestras #de # de Imagenes # de Mediciones
Laminillas (5/laminilla) (um)
(5/muestra) (4*/imagen)
1 16 80 400 1600
3 17 85 425 1700
5 16 80 400 1600
RINA® 3 15 75 300
Testigo Ca 1 5 25 100
Testigo Cv 1 5 25 100
TOTAL 54 muestras 270 laminillas 1350 imagenes 5400 mediciones

!Se obtuvo un promedio por imagen para evitar cualquier error.

’Re-inoculacién en naranjo agrio, de este material solo se tiene una colecta.

5.3.7. Andlisis de resultados

Mediante SAS ver 9.4 se realizd un analisis estadistico mediante un disefio de parcelas
sub-subdivididas donde la parcela grande fueron las diferentes fechas de evaluacion, la

mediana los patrones Ca y Cv y la chica, los tipos de fuentes de inoculo. La comparacion de

medias se realizé con Tukey < 0.05.
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5.4. Resultados

5.4.1. Deteccion y cuantificacion de CLas en tres fuentes de in6culo

La seleccion de material vegetal como fuente de inoculo proveniente de Jalisco y

Quintana Roo se realizd con base a su diagnostico positivo a CLas de plantas sintomaticas a

HLB. Sin embargo, para elegir las varetas de Puebla se tomaron en cuenta las

cuantificaciones de CLas en nueve ramas de un &rbol asintomatico CLas+ (Cuadro 5.6). Se

realiz6 la cuantificacion de CLas de cada vareta injertada con la finalidad de conocer la

concentracion inicial (0) de CLas en cada planta con las tres fuentes de indculo.

Cuadro 5.6. Concentracion de CLas y CT’s de nueve ramas asintomaticas positivas

empleadas para la eleccion de varetas fuente de Inéculo, Puebla.

Rama CT

Concentracion

A3R1IM1 34.47
A3R3M1 31.94
A3R5M2 35.07
A3R5 M3 34.92
A3R6M1 34.75
A3R6M2 34.98
A3R9IM3 34.96
A3R9IM4 34.69
A3R10M4 35.23

597.18
2738.16
416.76
455.02
503.55
439.94
445.64
524.80
379.11

Una vez transcurrido los 25 dias de destape se observo que varias plantas del indculo de

Puebla sobre el patron de naranjo agrio no habian prendido, por lo que se repitio la

inoculacion en este patrén el 6 de Junio 2014.
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5.4.2. Expresion de sintomas y cuantificacion de CLas en tres fuentes de indculo

El in6culo de puebla en ninguna combinacion indujo una reaccién asintomaética. La
reaccion fue sintomatica para todas las fuentes de inéculo. EI 4 de agosto del 2014 se
observd el inicio de la expresion sintomética en 16 de 86 plantas (Figura 5.2), a los 103 dias
después de la inoculacion. La mayor incidencia de plantas sintomaticas en este periodo de
incubacion fue con el indculo de Jalisco (9 plantas), seguido del indculo de Quintana Roo
(4) y Puebla (3). La expresion de sintomas predomind a los 103 ddi, sobre el patron
Volkameriana (13 plantas), las tres plantas sintomaticas restantes fueron aquellas con
inéculo proveniente de Jalisco, sobre el patrén de naranjo agrio. Ademas, seis plantas
adicionales expresaron sintomas en un rango de incubacion de 121 a 139 ddi, estos
ejemplares corresponden a los periodos mas tardios sobre patron VVolkameriana con indculo

de Puebla y Quintana Roo (Figura 5.2, Cuadro 5.7).

Los sintomas observados en cada fuente de indculo fueron contrastantes. Las plantas
con el indculo de Jalisco presentaron aclaramiento de nervaduras, moteado difusos, moteado
albino y clorosis ligera. Para el caso del indculo de Quintana Roo las plantas presentaron
aclaramiento de nervaduras, moteados leves y ligera clorosis; las plantas con el in6culo de
Puebla (Asintomaticos en campo) sélo presentaron aclaramiento de nervaduras y clorosis

ligera.
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CT’s /log (Concentracion de CLas) en Naranja
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Figura 5.2. Relacion naranjo dulce/portainjerto, fecha de expresion de sintomas, tipo de

sintomas y concentracion bacteriana de CLas por fuente de indculo.
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Cuadro 5.7. Sintomas de HLB en plantas de naranja dulce injertados sobre C. volcameriana

y C. aurantium infectadas con tres fuentes de indculo de CLas.

Fuente

Expresion

Porta-Injerto #planta Descripcion de sintomas PI'  [CLas]
indculo de sintomas
2 Aclaramiento de nervadura 8-sep-14 138  4.09x10°
Puebla Cs/Cv 9 Punteado clorético inicio de sintomas 4-ago-14 103 3.15x10*
10 Inicio de sintomas apenas distinguibles 4-ago-14 103  6.32x10°
15 Moteado albino 4-ago-14 103 2.37x10°
1 Aclaramiento de nervadura apenas 4-ago-14 103 1.1 x10°
apreciable
2 Moteado y clorosis 22-ago-14 121  4.4x10°
4 Aclaramiento fuerte en nervadura 4-ago-14 103 2.3x10°
5 Aclaramiento en nervadura 4-ago-14 103 5.17x10°
Cs/Cv
6 Aclaramiento en nervadura y moteado 4-ago-14 103 5.9 x10°
leve
Jalisco 8 Aclaramiento en nervadura y moteado 4-ago-14 103  1.17x10°
9 Aclaramiento en nervadura apenas 4-ago-14 103  9.25x10*
apreciable
10 Moteado y clorosis 22-ago-14 121 7.95x10°
18 Aclaramiento en nervadura y moteado 4-ago-14 103  4.16x10°
19 Aclaramiento en nervadura y moteado 4-ago-14 103 6.5x10°
Cs/Ca
leve
23 Aclaramiento en nervadura 4-ago-14 103  3.09x10°
24 Punteado clorético 22-ago-14 121  2.5x10°
1 Aclaramiento de nervadura 4-ago-14 103  6.23x10°
2 Punteado clorético inicio de sintomas 4-ago-14 103 8.31x10*
Quintana Cs/Cv 3 Moteado 22-ago-14 121 5.82x10°
Roo 5 Moteado solo un par de hojas 4-ago-14 103 8.62x10*
6 Moteado y aclaramiento de nervaduras 9-sep-14 139 2.06x10°
9 Moteado 4-ago-14 103 7.72x10*
Cs/Ca 18 Moteado y aclaramiento de nervaduras 29-ago-14 5.19x10°

!Periodo de incubacion a partir de la fecha de inoculacién el 23 de abril, 2013.
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La incidencia de plantas con sintomas fue mayor para el indculo de Jalisco, reportando
12 plantas (8 de Cs/Cv y 4 de Cs/Ca) (Figura 5.3) con un rango de expresion de sintomas de
103-121 ddi. Para el indculo de Quintana Roo, se reportaron 7 plantas sintomaticas (6 de
Cs/Cv y 1 de Cs/Ca) (Figura 5.4) con un rango de 101-136 ddi; mientras que para el indculo
de Puebla las unicas plantas en expresar sintomas son aquellas injertadas sobre el patrén Cv
(4 plantas) con un rango de expresion de sintomas de 101-135 ddi. Cabe mencionar que la
condicidn asintomatica que presenta en campo del in6culo de Puebla (Cs/Ca) (Figura 5.5) se
mantiene bajo las condiciones de invernadero establecidas en este experimento (20 plantas);
y las plantas de Cs/Cv con sintomas solo presentaron aclaramiento de nervaduras y ligera

clorosis, no se observaron moteados tipicos de la enfermedad (16 plantas).

Logaritmo de la concentracion de Clas

Colecta 2: Inicio de Expresion de Sintomas de Clas, Indculo Jalisco

ASIN \SIN SIN SIN SIN

p2 pd p5 p6 p8 p9 pl0

Jal/ma | Jal/NA | Jal/MA | Jal/NA | Jal/NA Jalfv

Jalfv ‘ lalfv ‘ laliv Jaliv Jaliv | Jal/v ‘ Jal/v ‘ Jal/v ‘ Jal/v ‘

® Logde laconcentracion Clas — — — — Plantas con sintomas

Figura 5.3. Cuantificacion de CLas en plantas de naranja dulce con indculo proveniente de

Jalisco. 8 plantas de Cs/Cv (V) sintomaticas, 4 Cs/Ca (NA) sintomaticas.
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Logaritmo de la concentracién de Clas
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Figura 5.4. Cuantificacion de CLas por gPCR en plantas sintomaticas y asintomaticas,

relacién injerto portainjerto con indculo proveniente de Quintana Roo.
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Figura 5.5. Cuantificacion de CLas por gqPCR en plantas sintomaticas y asintomaticas,

relacion injerto portainjerto con indculo proveniente de Puebla.
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La concentracion bacteriana presentd fluctuaciones en las diferentes fechas de muestreo
(Cuadro 5.8 y Figura 5.6). Pero se observo una tendencia incremento o decremento similar
en las tres fuentes de indculo evaluadas, en las diferentes fechas (Figura 5.7). La maxima
concentracion se detectd en la tercera evaluacion a los 122 ddi. Las concentraciones mas
bajas de CLas se detectaron en el indculo proveniente de Puebla, pero aun en bajas
concentraciones se observaron sintomas en la combinacion con C. volcameriana y su
incremento fue gradual en las tres primeras fechas de evaluacion para las dos combinaciones

de esta fuente de inoculo.

El indculo de Jalisco fue el que indujo mayor concentracion de ClLas

independientemente del tipo de portainjero.

Cuadro 5.8. Numero de copias del gen 16S rDNA de Candidatus Liberibacter asiaticus en

plantas de naranja dulce sobre dos portainjertos.

DDI

81

102

122

142

162

Jalisco Puebla Quintana Roo
Ccv Ca Ccv Ca Ccv Ca
ClLas CT ClLas CT ClLas CT CLas CT CLas CT CLas CT
312430.93 25,5 15524228 27.5 156.61 333 47.41 345 747706 31.6 82.96 33.9
156969.95 26.6 119130.42 25.9 146721.74 - 193742.09 28.6 245354.71 26.0 121165.21 28.6
998877.12 23.3 1115813.50 23.0 481491.88 24.6 386722.67 245 711892.38 25.4 185377.78 25.9
472300.68 24.6 349485.70 24.2 - - - - 204886.87 26.3 168392.07 30.1
301649.67 26.2 98514.08 25.3 89.19 345 69.22 34.6 520271.04 275 17693.12 31.9
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Dias después de la inoculacién
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0.0 10.0 20.0 30.0 40.0

Log de la concentracidon de CLas (No. de copias/pl)

Figura 5.6. Cuantificacion temporal de CLas, 81 dias después de la inoculacion en naranja
dulce y su relacion injerto/portainjerto de tres fuentes de indculo. Jal/Cv=Jalisco/C.
volkameriana, Jal/Ca=Jalisco/C. aurantium; Pue/Cm= Puebla/C. macrophylla, Pue/Ca=
Puebla/C. aurantium; QR/Cm= Quintana Roo/C. macrophylla, QR/Ca= Quintana Roo/C.

aurantium.

== Jal/Ca =—=—]al/Cv = Pue/Ca Pue/Cv === Qint/Ca =#= Qint/Cv

Logaritmo de |a concentracion de Clas

81 102 122 142 162

Dias después de la inoculacion

Figura 5.7. Fluctuacion temporal de la concentracion de CLas, de los tres meses hasta los 6
meses después de la inoculacion en naranja dulce y su relacion injerto/portainjerto de tres
fuentes de inoculo. Jal/Cv=Jalisco/C. volkameriana, Jal/Ca=Jalisco/C. aurantium; Pue/Cm=
Puebla/C. macrophylla, Pue/Ca= Puebla/C. aurantium; QR/Cm= Quintana Roo/C.

macrophylla, QR/Ca= Quintana Roo/C. aurantium.
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5.4.3. Deteccion de PP2

Como pruebas de estandarizacién del protocolo para el gen que codifica para la proteina
PP2 se utilizaron muestras de Colima y Puebla, de las cuales solo en tres muestras de
Colima se logr6 amplificar un fragmento de aproximadamente 300 pb (Figura 5.8). Sin
embargo, los resultados de la secuenciacion arrojaron una similitud del 99 % con Citrus
sinensis histone-lysine N-methyltransferase (MRNA). Por lo anterior, este objetivo no fue
concluso seré necesario probar diferentes set de primers y muestras, para lograr amplificar el

MRNA que codifica para el gen PP2.

P! asswwwwwswu
=

Figura 5.8. Gel de agarosa al 1.5% mostrando fragmentos amplificados de 300 pb
aproximadamente de muestras provenientes de Colima con diferentes sintomas. Marcador de
peso molecular (MPM), control negativo (-), muestras provenientes de Puebla (P1, P2, P3y

P4), muestras de Colima (C1, C2, C3y C4).
5.4.4 Anadlisis histologico

A partir de la hiperplasia inducida por CLas en las células acompariantes del floema, se
realizaron mediciones de anchura del floema en todas las muestras procesadas para
histologia. Las plantas de naranja dulce positivas a CLas, presentaron un incremento en la
anchura del floema con respecto al tejido sano (Figuras 5.9 y 5.11). Se observo un efecto
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diferencial en la hiperplasia inducida por CLas segun la fuente de in6culo. Cabe resaltar que
la mayor alteracion se observd en el inoculo de Jalisco (Figura 5.9), en las dos
combinaciones analizadas, el grado de alteracién observado se relacion directamente con la
expresion de sintomas registrado a nivel de campo (Figura 5.10). Las mayores alteraciones
histoldgicas observadas con el indculo de Jalisco, independientemente del tipo de patrén,

fueron congruentes con la mayor concentracion de CLas en el mismo material experimental.

AN i o

[— ", R g — o bl P—

Fiua 5.9. Micrografia de cortes ransversales en la base de la nervadura princial e hojas
de naranja dulce injertado sobre naranjo agrio (A, C, E y G) y Volkameriano (B, D, F y H),
respectivamente. A y B) Inoculo Quintana Roo; C y D) Inéculo Jalisco; E y F) Indculo

Puebla; G y H) testigos sanos.
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Anchura del floema de hojas de naranja dulce
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Figura 5.10. Desarrollo en el tiempo del efecto de la anchura del floema (hiperplasia) de la
base de la nervadura central de hojas de naranja dulce en relacion a tres fuentes de inéculo

de CLas.
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Figura 5.11. Sintomas macro y micro inducidos por Candidatus Liberibacter asiaticus en
naranja dulce. Sobre naranjo agrio(A, C, E, F, 1 yJ) y Volkameriano (C, D, G, H, Ky L)y
Volkameriano, respectivamente. A, B, C y D) In6culo Quintana Roo; E, F, G y H) In6culo
Jalisco; I, J, K y L) Indculo Puebla. Las flechas indican sintomas: M=moteado,

AN=aclaramiento de nervaduras, PC=punteado clorético y H=hiperplasia.
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Las plantas infectadas con el indculo proveniente de plantas positivas a CLas y
asintomaticas de Puebla presentaron un incremento progresivo en la anchura del floema
(33.5+2 pm) a los 83 y 127 ddi con respecto al testigo sano (23.5+2 um). Sin embargo, a los
171 ddi se registré un decremento del area con hiperplasia en el tejido enfermo y la anchura

del floema fue similar al tejido sano (Figura 5.12).

En las plantas infectadas con el in6culo proveniente de Quintana Roo la combinacion de
Cs/Ca presentaron mayor incremento en la anchura del floema (32+2 pm y 30£2 pum) en
comparacion con los testigos a los 83 y 127 ddi. Pero esta combinacién presentd la misma
tendencia que para el in6culo proveniente de Puebla a los 171 ddi. La combinacion de Cs/Cv
presentd en la Gltima fecha (171 ddi) esta combinacion presentd un incremento en el area del

floema en relacion a las fechas anteriores siendo diferente a los testigos sanos (Figura 5.13).

45 Anchura del floema de la nervadura central de hojas de naranja dulce, in6culo de
40 - Puebla
— 35 -
E
2 30 4 F/’f-j\ T
m —
: - ——
g 25 - I ) S
S 20 - L
o
215 -
[%]
c
4 10 T . . . . .
e=de—\/0lkameriana (Cv) == Naranjo Agrio (Ca) Testigo (-) Ca = =k==Testigo (-) Cv
5 -
O T T 1
81 122 162
Dias después de la inoculacién (ddi)

Figura 5.12. Efecto de la hiperplasia en floema de la nervadura central de hojas de naranja
dulce inducida por la infeccién de CLas en relacion a la fuente de in6culo proveniente de

plantas positivas asintomaticos de Acateno, Puebla.
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Anchura del floema de la nervadura central de hojas de naranja dulce, in6culo de
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Figura 5.13. Efecto de la hiperplasia en floema de la nervadura central de hojas de naranja
dulce inducida por la infeccion de CLas en relacion a la fuente de in6culo proveniente de

plantas positivas asintomaticos de, Quintana Roo.

En el caso del in6culo proveniente de Jalisco las plantas se comportaron diferentes a las
otras combinaciones siendo claro el efecto de hiperplasia con respecto a los testigos.
Presentaron un incremento progresivo en la anchura del floema inducida por la presencia de
CLas en los tejidos. La mayor alteracion se presenté en naranja dulce sobre volkamerina
(42+2 pm) en las ultimas dos fechas significativamente diferente con respecto a la
combinacion de naranja dulce con C. aurantium; El tamafio de la anchura del floema en las

plantas testigo se mantuvo claramente por debajo de las plantas infectadas (Figura 5.14).
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Anchura del floema de la nervadura central de hojas de naranja dulce, in6culo de
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Figura 5.14. Efecto de la hiperplasia en floema de la nervadura central de hojas de naranja
dulce inducida por la infeccion de CLas en relacion a la fuente de inoculo proveniente de

plantas positivas asintomaticos de, Jalisco.
5.5. Discusién

ClLas es una bacteria que infecta sisttmicamente las distintas especies de citricos
produciendo sintomas visibles a nivel de hojas y frutos. Este trabajo reporta una nueva
condicién asintomatica en la combinacién naranja dulce/naranjo agrio. Aparentemente no
detectada en otras regiones citricolas del mundo. Considerando que actualmente el naranjo
agrio no es un patron de amplio uso comercial a nivel mundial y que el HLB ha tenido
efectos epidémicos como Brasil y florida (Folimonova et al., 2009; Coletta-Filho et al.,
2010; Albrecht y Bowman, 2011), este trabajo se enfocd a probar el efecto de patron en la
condicion asintomatica para lo cual se comparo con C. volkameriana, un patron de amplio
uso en la citricultura. Probar esto implicé también evaluar el efecto del indculo por lo que se
seleccionaron plantas de naranja dulce positivas y sintomaticas visualmente proveniente de

Quintana Roo y Jalisco, regiones con un antecedente epidémico bajo y moderado
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respectivamente (Mora et al., 2014). Quintana Roo fue también la regién donde se detecto

por primera vez a CLas en México en 2009.

Aunque el cien por ciento de las plantas de ambas combinaciones Cs/Ca y Cs/Cv se
infectaron por CLAS a los 102 ddi y algunas fueron positivas a CLas desde los 81 ddi de las
tres fuentes de in6culo. Una observacion que contradice las tasas de infeccidn reportadas por
Coletta-Filho y colaboradores (2010). Aunque, las plantas se detectaron como positivas la

mayoria de estas seguian siendo asintomaticas.

Algunas plantas se mantuvieron asintométicas. Esta condicion, hasta el periodo de
evaluacion del experimento, se observé independientemente de la fuente de indculo y tipo de
patron. Sin embargo, todas las plantas de Cs/Ca y el 75 % de la combinacién Cs/Cv fueron
asintomaticas hasta los 162 ddi con el inéculo proveniente de Puebla. La condicidn
asintomatica fue menor en las combinaciones con la fuente de in6culo proveniente de Jalisco
para ambas combinaciones (20 %). Los sintomas presentaron variaciones en cuanto a la
fuente de indculo. La mayor expresion sintomatica se observo en el indculo de Jalisco en su
combinacién con C. volkameriana y en su combinacion con naranjo agrio solo se observo

aclaramiento de nervaduras.

Estos datos sugieren un efecto de interaccion del patron con la fuente de indculo, siendo
la combinacion naranjo agrio con el inéculo proveniente de Puebla la menos inductiva a la
expresion de sintomas. El analisis a nivel de concentracion del inoculo y de hiperplasia
verificoO claramente que estas variables tuvieron sus valores mas altos con el inoculo
procedente de Jalisco. En este caso la concentracion bacteriana fue similar en ambas

combinaciones sin embargo a nivel histoldgico el dafio fue mayor en la combinacion Cs/Cv.
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Interesantemente, el in6culo procedente de Quintana Roo y Puebla fueron similares es estas

variables, aunque la condicién asintomaética fue mayor para el segundo.

Aunque la fase de multiplicacion de CLas no se puede determinar en las plantas ya que
las bacterias en fase de crecimiento logaritmico pueden albergar maltiples copias de su
genoma, el crecimiento de la colonia bacteriana en planta para este experimento sugiere una
acumulacion temporal de bacterias en el tejido de naranja dulce. Sin embargo, la estrategia
de andlisis de cuantificacion bacteriana mediante un muestreo repetitivo en la misma planta
a través del tiempo, se consideré adecuado. Durante los primeros cien dias después de la
inoculacidn, se observaron sintomas asociados con el HLB en los arboles infectados con los
més altos valores de Ct, correspondiente a una concentracion de CLas de 1.5 x 10°copias por
pl de ADN. Los sintomas de HLB son la aparicion de punteados cloroéticos seguidos de
moteados difusos (Esquivel-Chavez et al., 2012). Estos sintomas se observaron por primera
vez a los 120 dias después de la inoculacion.

En este estudio, se demostrd que CLas se puede transmitir facilmente a nuevas plantas
de citricos mediante el injerto de varetas infectadas pero asintomaticas, y que dependiendo
de la combinacion con el patron se pueden observar sintomas a partir de los 103 dias

después de la inoculacion.

Estos resultados sugieren que CLas esta expresando su variabilidad, previamente
reportada en México (Alanis et al., 2013) a nivel sintomatologico visual e histoldgico. El
efecto del ambiente no se descarta dado que la fisiologia de los citricos de Puebla, una
condicion mas humeda y de menor estrés que los de la peninsula, puede coadyuvar a la

expresion asintomatica. Sin embargo, puede explicar los niveles epidémicos de baja
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intensidad en Yucatan y Quintana Roo (Mora et al., 2014) y donde la condicion asintomatica

también pudiera existir en campo.

5.6. Conclusiones

Las evidencias en condiciones controladas de invernadero, y con base en cuantificacién
de CLas, cambios histoldgicos y expresion de sintomas, sugieren un efecto diferencial en la
combinacidén de los patrones Citrus aurantium (Ca) y C. volkamerina (Cv) con C. sinensis
(Cs) de los in6culos provenientes de Jalisco, Quintana Roo y Puebla. La combinacion de
Cs/Ca, la cual simula la condicion de campo de los arboles asintomaticos de Acateno, tuvo

una concentracion bacteriana menor en plantas con inéculo de Puebla.

En general, para este ensayo, se observé menor expresion de sintomas en naranjo agrio
en relacion a las tres fuentes de indculo analizadas. La combinacion de naranja dulce con
este patron se puede asociar con cierta tolerancia a CLas con relacion a titulos altos de la
bacteria. Sin embargo, los intentos de probar la expresién de ciertas proteinas asociadas a
este proceso resultaron inconclusos. Estas evidencias sugieren que existe un efecto del
portainjerto en la expresion de sintomas, pero ademas una menor agresividad del aislado de

Puebla, por lo menos con respecto a las fuentes de inoculo alternativas evaluadas.
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6. Conclusiones Generales

Las evidencias en condiciones controladas de invernadero, y con base en cuantificacion
de CLas, cambios histoldgicos y expresion de sintomas, sugieren un efecto diferencial en la
combinacion de los patrones Ca, Cv y Cm con los tres citricos analizados
independientemente de la fuente de inoculo. Los patrones son un factor que influye en la
variacion de la expresion de sintomas y de las diferencias en la concentracion de CLas en

limén mexicano.

Fase 1. Nd/Cv tuvo consistentemente la concentracion mas baja en un promedio del 57% y
28% con respecto a Lm/Cm y Lp/Cm, respectivamente. Histolégicamente, en Lm/Cm la
anchura de floema presentd el mayor incremento (93.5+2um) respecto a la combinacion de

Nd/Cv (82.5+2um) a los 32mdi, aunque no hubo diferencia estadistica.

Fase 2. La combinacion Lm/Ca se asocid con cierta tolerancia a CLas debido a que tuvo los
titulos més altos de la bacteria (P=0.001) en cinco de nueve fechas pero una menor

expresion de sintomas severos.

Este trabajo también es el primero que revisa naranjo agrio como patrén de Lm, en el que se
detectd, moderada severidad de sintomas (<30%) respecto a una alta concentracion
(1.99X10° copias/pl) de CLas, estos resultados pueden explicar por qué las epidemias en
regiones de México han sido de baja intensidad en combinaciones de naranjo dulce sobre

agrio y expresion asintomaticas en otros casos.

A nivel histolégico la anchura promedio del floema fue menor en Lm/Ca (74+2um) con
respecto a Lm/Cv 80+2um y Lm/Cm 84+2um, aunque no hubo diferencias estadisticas. En

Lm/Ca el promedio de hiperplasia fue similar en las regiones proximal y distal de las ramas
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(76£2 pm), en contraste con las otras combinaciones de Lm/Cv y Lm/Cm donde el
incremento de la hiperplasia fue mayor en la seccion proximal (82+2 um), lo que sugiere un
efecto histoldgico restrictivo de movilidad del in6culo.

Fase 3. La combinacion Nd/Ca se asocid con cierta tolerancia a CLas debido a titulos altos
de la bacteria (1.1X10° copias CLas/pl a los 4 mdi) con nula expresion de sintomas (CLas-
P) o baja expresion de sintomas en CLas-J y CLas-Q (<25%).

En general, las evidencias experimentales de este trabajo demuestran que existe un
efecto del portainjerto en la expresion de sintomas, pero ademas una agresividad de CLas en
términos histolégicos y multiplicativos dependiendo de la fuente de in6culo, siendo CLas-J
el més agresivo. La secuenciacion molecular de muestras iniciales y finales del experimento
2 confirmo la invariabilidad de la fuente de in6culo provenientes de Colima (NUmero de

accesion registrada en GenBank: KU159087 publicada el 10 mayo 2016).
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Anexos

Anexo 1
Protocolo de PCR Tiempo Real tipo Cuantitativo (CLas)
Tejido vegetal

1. Desinfectar la campana de gPCR con RNASE-away, hipoclorito de sodio 1.5%, etanol
70% y someter material de ensayo (Micropipetas, rack de Tubos de PCR, Rack para
placas, puntas, apresor de tubos, etc.) a luz ultravioleta durante 25 minutos previos a la

preparacion de mix.

2. Descongelar los reactivos sobre hielo o en el refrigerador de 4°C (colocando los
reactivos dentro de una gradilla o caja de preferencia para uso exclusivo)

La preparacion de la sonda y los primers se debe de realizar dentro de la campana de
gPCR con el fin de evitar contaminaciones.
a) Sonda: Tomar 10ul de stock de sonda y adicionar 990ul de H,O libre de
nucleasas, colocarlos en un tubo de 1.5 ml cubierto con papel aluminio (para evitar el
contacto de la luz y se degrade la sonda). Mezclar por pipeteo y marcar en la tapa o
un costado como SONDA ------ con un marcador indeleble.
b) Primers: Tomar20ul de stock del primer Forward (HLB as) y adicionar 980ul de
H,O para libre de nucleasas, colocar en un tubo de 1.5 ml, mezclar por pipeteo.
etiquetar en la tapa o a un costado con el nombre del primers. repetir el

procedimiento con el primer Reverse.

3. Calcular la cantidad de reactivos necesarios con base al nimero de muestras a
procesar; no olvidar contemplar las 12 reacciones extra necesarias para la curva
estandar y 4 mas empleadas en los controles positivos que se deben de agregar en cada
corrida. Ej. para una placa de 48 (dos controles negativos y dos controles positivos
requeridos en el ensayo, 32 muestras problema y 12 reacciones requeridas para las dos

repeticiones de cada punto de la curva estandar).
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Reactivo 1x 49x ‘

Bio-Rad
Universal Master 10 pL 490
Mix

HLBas 2.5uL 122.5
HLBp 2.5 L 122.5
Sonda 4 L 196
Total 19 pL 931
ADN 1puL

4. Para ensayos de PCR cuantitativo se deberan preparar 5 diluciones seriadas 1:10 para
utilizarse como puntos de referencia en la curva estandar: Tomar muestra inicial (clona
con concentracion 0.005ng/ul determinada de inserto de CLas con 1109500 copias/ulL.)

obteniendo 6 puntos de referencia para la curva estandar

Dilucion ' Concentracion (copias /ul)
DO (0.005 ng/ul) 1109500
D1 110950
D2 11095
D3 1109.5
D4 110.95
D5 11.95

5. Preparar la mezcla de reaccion en tubos de 1.5mL cubiertos con papel aluminio para
evitar contacto de la sonda a la luz. Asegurarse de mezclar adecuadamente la solucion,

pipeteando consecutivamente hasta que se homogenice. EI orden de preparacion es el
siguiente:

i. Bio-Rad Universal SuperMix
ii. HLBp
iii. HLBas
iv. Sonda
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Una vez preparada la reaccion, dejarla reposar en hielo mientras se acomoda la placa de
48 pozos (AppliedBiosystems) teniendo cuidado de NO tocar el fondo de los tubos o la
placa, ya que puede afectar la lectura emitida por el termociclador.

Repartir 19uL de la mezcla de reaccién en cada pozo, asegurandose de que la misma
llegue al fondo del tubo. Una vez completado, verificar que no haya burbujas de aire en
el fondo, en evento que hubiese dar un ligero golpe al borde del rack para que las
mismas disipen.

Agregar 1uL de muestra de ADN del pozo A3-E2 (dos primeros pozos son controles

negativos) y los pozos E3-E4 los controles positivos.

1 2 3 4 & B 7 8
[Jue [Jue [dwe [Jue [Jue [Jue [Jue [Qus

A |C1:Undete. CT: Undete. 3 89E4 13918 1.09E5 14382 61.24 4 61E5

Mee  [Mwe  [Mwe  [Mwe [Jwe | [[we | [Jwe o
2.35E5 270.23 8.85E3 148.27 1.56E5 163.65 133.38 104.6

@

(1] Hee U | e 0| uia a Hie a uia (U] He U/ ua ) Ha
C 5541 166.03 28415 336.49 1705 336.82 63.11 1241

] uie U | e 1 Hia a Hie a uia (0] He U/ e 0| Ha

6.27E4 406.33 22695 226.07 95.3 363.33 165.13 224.32

=]

] Hie U | e m_HI:l-!- m_uu-a- s  [HJus [FHwe [Hue
402.09 21283 1.88E4 1.8E4 1.11E6 1.11E6 1.11E6 1.11E6

oonnl omn  BeemciEl  AESAn FeANAE A A0 08 Oe A4 AR

He  [lwe e  [lhe ae  [Jwe [lae [Elue
F|1.11E4 111E4 111E3 111E3 11095 11095 111 11

(Fr- A7 80 AeAT04  AeSA A0 A OAT4 A 9948 Ar A9 8T Oee2TA9 e lledaie

m

Wells: m 34 Unknown 12 Standard D 2 Negative Control 0 Empty

Agregar 1uL de las diluciones DO-D5 con su respectiva repeticion, las cuales ocupan
del pozos E5-F8 (EI orden de las diluciones debe ser de manera descendiente, por lo
que la dilucién de menor concentracion siempre deberd ser la dltima, al igual, es

imperativo que se respete el orden de factor y las repeticiones sean adyacentes)

Cubrir las muestras utilizando tiras de tapas (FastOpticalAppliedBiosystems) teniendo
nuevamente cuidado de no tocar las tapas directamente ajustar la tapa utilizando los
apresores, para evitar contaminacion. evitar movimientos bruscos para no salpicar la
tapa
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Run Method

Number of Cycles: 40 |5

Enable AutoDelta
Starting Cyele: 1 :

00 —|

TE —|

50 —|

25 —|

o—

350°C 350°C
03:00 100% 00:05 \m
1%, sa0°c 500°C
00% 00:40 100%  “ppias
Step 1 Step 1 Step 2 Step 1

~

<

Legend
Data Collection On

9. Programa de termociclaje para CLas
10.- Seleccionar la opcidon de Starrun. Automaticamente aparecera la opcion de donde desea

Data Collection Off A AutoDeltaOn A AutoDelta Off

guardar el ensayo y una vez completado iniciara la corrida.

11.- Andlisis de resultados.

Experiment: HL

standard Curve <[ View Plate Layout | ViewWell Table |
Plot Settings SelectWells With: - Selecttem - v | - Selectiiem -
Target All v Plot Color |Default v —
o= showinwelis v || E[g ViewLegend
Save current setlings as the default
amE:=
Standard Curve
IS5
3501
51
300 4
.
751
2501
251
2001
1 2345 W 200 W0 200 1000 000 00000 000000 00000
Quantity
~
Taraet: HLE Slone: -3.281 Y-Inter: 40.397 n?. 0.998 Eff%: 101.724 v
I- Standard . Unknown . Unknown (Flagged) A
i wells: [ 34 unknown [ 12 Standard [3] 2 Negative Control 0 Empty
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Anexo 2

Protocolo analisis histoldgico

1. Fijacion. Las muestras se someten en una mezcla de formaldehido, &cido acético
glacial y alcohol etilico al 96% (FAA) durante 48 horas (en este paso, las muestras
pueden mantenerse un lapso de tiempo indefinido).

2. Lavado. Las muestras se lavaron con agua de la llave durante 30 minutos.

3. Deshidratacion. En este procedimiento se someten las muestras en una serie gradual
de alcohol etilico (50, 70, 85, 96 y 100%) durante 3 horas en cada cambio.
Posteriormente se retira el alcohol y se adiciona a las muestras una mezcla de alcohol
absoluto: xilol 100% en proporcion 1:1 y en dos cambios de xilol al 100% con
intervalos de 1.5 horas en cada uno de los cambios.

4. Inclusién. Se someten las muestras en parafina, realizando tres cambios de paraplast.
El primero en una mezcla de xilol:paraplast (1:1), el segundo en una mezcla
xilol:paraplast (1:2), con intervalos de 1.5 horas en cada uno de los cambios y el

tercero en paraplast al 100%, durante 48 horas.

5. Montaje de los cubos de parafina. Se introducen las muestras en cajitas de papel
con paraplast (retirando el exceso de aire de la muestra con ayuda de una aguja de
diseccion caliente) (Figura 1), con el fin de dar soporte a la muestra y poder realizar
los cortes. Se dejan solidificar toda la noche y posteriormente se montan en blogues
de madera de 1 cm? aproximadamente (Figura 2).

oy o e T

Figura 1. Muestras incluidas en paraplast. Figura 2. Muestra montada en un bloque de

madera.
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6. Cortes. Con ayuda de un microtomo rotatorio se realizan cortes transversales de

10um de grosor a las muestras seleccionadas (Figura 3).

7. Montaje de los cortes en el portaobjetos. Se colocan los cortes en un bafio de
flotacion con una pizca de grenetina a una temperatura de 45 a 50°C (Figura 4), para

facilitar el montaje en el portaobjetos (laminillas). Cabe mencionar que de cada

muestra se obtinen 5 laminillas.

‘I ! ).
e
’é& L2305 n

Figura 3.Microtomo rotatorio. Figura 4. Cortes en el bafio de flotacién.

8. Desparafinacion. Los cortes ya montados se meten en una estufa a 40°C durante dos
horas para ser sometidas en tres cambios de xilol absoluto durante 3 minutos cada
cambio, esto con el fin de retirar el exceso de parafina, enseguida se hidratan en

alcohol etilico al 100 y 96 % durante 3 minutos cada cambio.

9. Tincion safranina. Se colocan los cortes en un colorante a base de safranina/OH
96% por 24 horas. Este colorante tifie células compuestas de lignina. Una vez pasado
el tiempo, se enjuagan los cortes con agua comin por 1 hora, esto con el fin de retirar

el exceso del colorante.

10. Tincion y Sellado. Se procede a la tincion con verde réapido, con el fin de tefiir las
células que contienen celulosa, posteriormente el sellado permanente en resina

sintética del total de muestras.

Las observaciones se realizan en un microscopio compuesto con camara digital para

microscopia.
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