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RESUMEN

Los citricos como el limén tienen su origen en Asia oriental, cul-
tivandose hoy en dia en la mayor parte de las regiones tropicales
y subtropicales del planeta. En México tienen una gran importan-
cia cultural y econdmica. Actualmente el limén mexicano (Lm) es
amenazado por el Huanglongbing (HLB), enfermedad considerada
como la mas devastadora de los citricos a nivel mundial y cuyo
agente causal es la bacteria fastidiosa Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas). Debido a que ClLas, no se ha logrado cultivar in
vitro para su estudio, el manejo de la enfermedad se ha enfocado
principalmente al control del vector (Diaphorina citri Kuwayama) sin
éxito hasta el momento. Una alternativa que se esta explorando en
Lm, es la induccién de resistencia sistémica contra el patégeno y
su evaluacion mediante herramientas moleculares, bajo la hipotesis
de que el empleo de inductores de resistencia, podria permitir a la
planta convivir con la enfermedad. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue estandarizar técnicas de inoculacién y cuantificacién de
ClLas en Lm. El método de PCR en tiempo real permitié detectar
titulo desde 18 células bacterianas en 100 ng de ADN y el método
de injerto con yema infectada con CLas fue el mas eficiente para
lograr inocular artificialmente a las planta de Lm bajo condiciones
de invernadero.
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ABSTRACT: Citrus fruits like the mexican lemon have their origin in East Asia, and at
present they are cultivated in most of the tropical and subtropical regions of the planet.
In Mexico, they have great cultural and economic importance. At present, Mexican lemon
(ML) is threatened by “Huanglongbing” (HLB), a disease considered to be the most de-
vastating of citrus fruits worldwide. The causal agent of HLB is the fastidiosa bacterium
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas). Because it has not been possible to isolate in
vitro CLas for study, the phytosanitary management of the disease has been focused
mainly on the control of the vector (Diaphorina citri Kuwayama), without success at the
moment. An exploratory alternative in ML is the induction of systemic resistance against
the pathogen and its evaluation by molecular tools, under the hypothesis that the use of
resistance inducers, could allow to the plant to coexist with the disease. Therefore, the
aim of this work was to standardize techniques for inoculation and quantification of CLas
in ML. The real-time PCR method allowed detecting titer from 18 bacterial cells in 100
ng DNA and the grafting method (with bud infected with CLas) was the most efficient to
artificially inoculate the bacterium in ML plants under greenhouse conditions.

Key words:Huanglongbing, systemic resistance, chitosan, salicylic acid,
rhizobacteria.

INTRODUCCION

La citricultura en México, es una actividad socioeconémica de gran
importancia, siendo México el cuarto pais en producciéon de citri-
cos en el mundo (Miranda et al., 2012) y segundo lugar en produc-
cién de limon. La superficie citricola se encuentra distribuida en 23
estados, con una produccién del 68.5, 20.5 y 5.2% correspondien-
te a naranja, limén mexicano (Lm; Citrus aurantifolia) y a limoén per-
sa junto con toronjas, mandarinas y tangerinas (Trujillo et al., 2010).

La citricultura mexicana se ve amenazada por la presencia de Dia-
phorina citri Kuwayama (Garcia-Pérez et al., 2010), causante de
dafios en todas las zonas citricolas en México (CONACYT-SAGAR-
PA, sf) (Mireles-Rodriguez, 2010). La mayor amenaza en cuanto
a pérdidas econémicas no se debe a este insecto, sino a la en-
fermedad bacteriana que éste transmite denominada Huanglong-
bing (HLB) (Sanchez-Borja et al., 2010). El agente causal del HLB,
es una bacteria fastidiosa restringida al floema, Gram-negativa
de la que se conocen actualmente tres especies: C. Liberibacter
asiaticus (CLas), C. Liberibacter africanus (CLaf) y C. Liberibacter
americanus (CLam), siendo la primera vinculada al HLB en México
(Jeong-Soon et al., 2008; Robles et al., 2010). La enfermedad, origi-
naria de Asia, fue reportada en Sao Pablo, Brasil en 2004 y Florida,
Estados Unidos en 2005 (Li et al., 2006). En México se detectd
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en Yucatan en 2009, dispersandose desde entonces a estados del
pacifico y del centro (Arratia-Castro et al., 2014). El HLB es consi-
derado actualmente una de las enfermedades mas devastadoras
para los citricos a nivel mundial (Lin et al., 2010). Diversas practicas
se han desarrollado para mantener o tratar de eliminar los sintomas
producidos por el HLB, asi como para erradicar la bacteria de los
cultivos citricolas. El tratamiento térmico ha demostrado disminuir
el titulo (Tt) de CLas en plantulas de citricos, siendo posible que el
estrés causado a los citricos indujera la respuesta de defensa de
las plantas, ayudando a combatir a la enfermedad (Hoffman et al.,
2013). Shen y cols., (2013) evaluaron la relacién entre la nutricion,
la produccién de hormonas, la aplicacién de insecticidas y de bac-
terias endodfitas con los Tt de CLas en arboles infectados con HLB
encontrando que: 1) los tratamiento con insecticidas no reducen la
dispersion del HLB; 2) los Tt de CLas aumentaron en arboles que
recibieron nutrientes en los dos primeros afnos del experimento;
3) la nutricién puede mitigar los Tt de CLas y la severidad de los
sintomas del HLB después del tercer afio de aplicacién; 4) la apli-
cacién de insecticidas y nutricién puede atenuar los sintomas del
HLB y mantener la produccién de los arboles infectados durante
mas tiempo. Por otro lado, inducir resistencia es definido como el
realce de la capacidad defensiva de las plantas contra un amplio
espectro de patdégenos que es adquirida después de una apropia-
da estimulacién (Van Wess et al., 1997). La habilidad de los pato-
genos a infectar depende de la efectividad de sus efectores, los
cuales pueden antagonizar la virulencia de un patégeno al provocar
la defensa del hospedero (Mackey y McFall, 2006). En plantas se
han caracterizado varios tipos de resistencia como la resistencia
sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR)
(Molina y Rodriguez-Palazuela, 2008). Utilizando inductores siner-
gistas para la SAR como el quitosano y el acido salicilico ha sido
posible generar resistencia en las plantas contra enfermedades vi-
rales, bacterianas y fungicas (Heil y Bostock, 2002). Otra forma de
resistencia es la elicitada por microorganismos benéficos en espe-
cial rizobacterias promotoras del crecimiento de la planta (PGPR),
denominada “resistencia sistémica inducida” (ISR) (Mauch-Mani y
Métraux, 1998).

Por lo anteriormente mencionado es necesario investigar nuevas
alternativas de tratamientos contra el HLB, con el fin de propiciar
soluciones eficientes a los productores de Lm. En el presente tra-
bajo el objetivo fue establecer técnicas de inoculacién y cuantifica-
cién de Clas para posteriormente evaluar la resistencia sistémica
al HLB por medio de inductores foliares y bioldgicos.
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METODOLOGIA

Para establecer las dos técnicas de inoculacion y cuantificacion de
ClLas en arboles de limén mexicano se colocaron dos experimen-
tos en invernadero, el primero con el fin de evaluar el método de
inoculacién mediante injerto con yemas con sintomas de HLB, y el
segundo con la finalidad de estandarizar la técnica para cuantificar
el titulo de CLas por PCR tiempo real.

EXPERIMENTO 1.

Para evaluar, métodos de inoculacion de ClLas, se obtuvieron vare-
tas de arboles de Lm con sintomas de HLB de Tecoman, Colima;
el 12 de junio del 2014; a partir de los cuales se realizaron injertos
de yema (13 de julio del 2014) en 210 plantas de Lm (C. aurantifolia)
injertadas sobre C. macrophylla certificadas (con un afio 2 meses
de edad), se injertaron 2 yemas por cada uno de los pies, una en el
injerto ya establecido (C. aurantifolia) y otra en el patrén (C. macro-
phylia). Se realizé una poda a los 15 dias después del injerto y otra
a los 35 dias con el objetivo de promover el crecimiento del injerto
de yema con ClLas.

EXPERIMENTO 2.

Se realiz6 la extraccion de ADN utilizando el protocolo de CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) (Zhang et al., 1998) al 3% para
lo cual se lavaron las hojas con agua destilada para posteriormen-
te desprender la nervadura central y los peciolos de 5 hojas por
muestra. Se cortaron en trozos pequefos, se liofilizaron (Lyophi-
lizer, Labconco, Kansas City, MO) y 20 mg de las nervaduras se
transfirieron a un tubo de 1.5 mL. Posteriormente se molieron con
800 pL de buffer de extraccién CTAB (3% de CTAB, 1.4 M NaCl,
20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, 0.2% mercapto-etanol, pH 8.0)
caliente a 60°C, se prosiguio a incubar la muestra a 60°C durante
30 minutos. Se afadié cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), 4 uL
de RNasa A (100 mg mL") y se incubaron a 37°C durante 10 min.
Se precipitd el ADN con 600 pL de isopropanol frio, se prosiguio
con los lavados de la pastilla utilizando etanol al 70%, secado y
resuspendido el ADN en 30 pL de agua ultra-pura (milli-Q). La con-
centracion de las muestras de ADN se determiné a 260 nm (Nano-
Drop ND-1000 UV-Vis Spectropotometer; NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA).

Para determinar el Tt de CLas se realizd un analisis por PCR en
tiempo Real siguiendo lo descrito por Li y cols., (2006), usando
una sonda Tagman y primers especificos basados en la region 16S
rADN, en una reaccion de 25 pL con: 100 ng de ADN gendémico, 250
nM de cada primer (HLBas/HLBr), 150 nM de sonda (HLBp) y Tag-



FIGURA 1.

Injerto de plantas de limén mexicano
con material vegetal recolectado de Te-
coman, Colima.

A) Planta con sintomas de HLB del
huerto de Lm, de donde se obtuvieron
las muestras para los injertos.

B) Citrus aurantifolia con patron de
Citrus macrophylla de uno afio dos
meses de edad, sin sintomas de HLB 'y
certificadas.

C) Detalle del injerto de yema de Lm
enfermo con HLB en plantas comercia-
les de limén mexicano injertadas en C.
macrophylla.
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Man® master mixture (ABI, Foster City, CA). El protocolo de ampli-
ficacion fué: 50°C durante 2 min y 95°C durante 10 min seguido de
95°C por 20 s posteriomente 50 ciclos a 95°C por 1 s y 58°C por
40 s utilizando el termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, California).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 presenta de manera esquemaética el proceso de inocu-
lacién de CLas. Se taparon con plastico durante 15 dias e inmedia-
tamente fueron podadas para promover el crecimiento del injerto,
asi como el desarrollo y diseminacién de ClLas.

Del total de las muestras injertadas aparentemente una no presenté
viabilidad en ninguno de los dos injertos realizados, en 26 de ellas
no mostraron viabilidad en el injerto realizado en C. aurantifolia y
solamente tres no mostraron viabilidad en C. macrophylla (Figura
2), teniendo un 99.5% de viabilidad aparente.

Los titulos (Tt) bacterianos de CLas en las muestras de Lm de las
plantas infectadas con CLas fueron muy variables, desde 18.31
hasta 4773.95 células de CLas en 100 ng de ADN. Esta variabilidad
puede ser debida a algunas de las siguientes causas: 1) comporta-
miento aleatorio de la distribucién de CLas en el tejido vegetal; 2)
muestreo de zonas con poco o alto grado de concentracién bac-
teriana; 3) variabilidad ambiental en los diferentes arboles mues-
treados. Finalmente resulta importante indicar que Li y cols., (2006)
pudieron estimar a CLas dado que el método de PCR en tiempo
real no requiere que las células se cultiven y es muy especifico a
fragmentos de ADN caracteristicos de CLas. A partir de la cuanti-
ficacion del Tt se disefid un experimento para evaluar el efecto de
4 inductores de resistencia foliares y edaficos (Figura 3), sobre la
evolucion del Tt de CLas durante un. Esa evaluacién se encuentra
en curso.

47



48

.

BIOTECNOLOGIA Y SUSTENTABILIDAD

Ao Il, namero 1, 2017

(1]
.

@ e e 000000000000 00 @0 0000000000000 00000000000000000 o

Se establecié que la metodologia de injerto con yema enferma con
HLB es capaz de transmitir la enfermedad a arboles sanos de limoén
mexicano, ademas que el método de PCR en tiempo real permite
cuantificar de manera efectiva el titulo bacteriano de CLas.
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FIGURA 2.

Plantas de Lm con injertos de yemas
de plantas con sintomas de HLB, de
Tecoman, Colima.

A) Se muestra la yema injertada con
sintomas de HLB sin viabilidad en li-
mon mexicano (C. aurantifolia).

B) Yema injertada con sintomas de HLB
viable el patron de la planta comercial
(C. macrophylla).

FIGURA 3.

Homogeneizacion de las unidades
experimentales consistente en una
maceta con una planta de limon en-
fermas con HLB bajo condiciones de
invernadero. Cada tratamiento tiene
representantes de los distintos nive-
les de concentracion de CLas. Los nu-
meros en el eje de las X representan
la identificacion de la unidad experi-
mental.
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PERSPECTIVAS ...
Evaluar la evolucion del Tt de las plantas de Lm con mas de un afio
con Clas y tratadas con inductores foliares y biolégicos. Cuantifi-
car la eficiencia de la transmision de CLas en plantas de Lm injer-
tas e identificar tratamientos que induzcan a la planta a enfrentar
efectivamente la enfermedad, manteniendo bajo el titulo de ClLas.
Asi como establecer una metodologia que permita realizar estu-
dios sobre ClLas.
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