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GLOSARIO

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

ANOVA: Analisis de Varianza, técnica estadistica que utiliza modelos estadisticos
y sus procedimientos asociados, que permite calcular la varianza particionada, en

ciertos componentes, debidos a diferentes variables explicativas.
ARN: Acido Ribonucleico.

C. Las: Candidatus Liberibacter asiaticus, denominacién técnica cientifica de la

particula bacterial asociada con la enfermedad del amarillamiento de los citricos.
CINVESTAV: Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados.

CRISPR-Cas: Los CRISPR (en inglés: clustered regularly interspaced short
palindromic repeats, en espafiol repeticiones palindromicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas) son loci de ADN que contienen repeticiones cortas

de secuencias de bases.

CT: Cycle Threshold, Es el valor del nimero de ciclos en el cual la luminiscencia

generada de una reaccién, cruza un umbral de fluorescencia significativo.

Diaphorina citri [Kuwayama]: Nombre cientifico del insecto vector asociado con

la distribucion de C. Las.

DMS: Diferencia Minima Significativa, Cantidad de error asociada con la
distribucion de promedios asociados en una comparacion estadistica global,

derivada de la prueba de TUKEY en el sistema SAS.
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EMA: Ethidio Monoazida.

HLB: Huanglongbing, nombre comun, dado en China, a la enfermedad del

amarillamiento de los citricos.

IMSS: Instituto Mexicano de Seguridad Social.

IPN: Instituto Politécnico Nacional.

LOCI: Un locus (en latin, lugar; el plural es loci, pronunciado loki) es una posicion

fija en un cromosoma, como la posicion de un gen o de un marcador.

PAC: (ACP en Inglés): Psilido Asiatico de los Citricos, nombre comun del insecto

vector asociado con la dispersion de la particula bacterial C. Las.

PRIMERS: Un partidor, cebador, iniciador; es una cadena de acido nucleico o de
una molécula relacionada, que sirve como punto de partida para la replicaciéon del

ADN.

Quorum sensing: La percepcién o autoinduccion (en inglés, quorum sensing) es
un mecanismo de regulacion de la expresién genética en respuesta a la densidad

de poblacion celular.

RCP (PCR en Inglés) Punto final: Reacciéon en Cadena de la Polimerasa, técnica

de Biologia Molecular para hacer investigacion cientifica sobre el ADN.

SAGARPA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y

Alimentacion.
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SAS: Statistical Analysis System, Sistema de Analisis Estadistico asociado con el
desarrollo de conceptos agrondémicos y su influencia en la experimentacion

agricola.

SENASICA: Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria,

dependiente de la SAGARPA.

TUKEY: Apellido de John W. Tukey, estadistico de la Estacion Experimental de
Rottamstead en Inglaterra, tomado para denominar la prueba de comparacion
multiple de promedios. EI método de Tukey se utiliza en ANOVA para crear
intervalos de confianza para todas las diferencias en parejas entre las medias de

los niveles de los factores mientras controla la tasa de error.
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RESUMEN

La enfermedad de citricos Huanglongbing (HLB) esta asociada a la bacteria
Candidatus Liberibacter asiaticus” (C. Las), y ha impactado severamente a la
industria citricola, causando una reduccion significativa en su produccién, asi
como en la calidad del fruto. Esta investigacion consistio en monitorear la dinamica
poblacional de C. Las, en arboles sintomaticos de limén mexicano [Citrus
aurantifolia (Swingle)], mismos que fueron identificados como positivos a HLB.
Dicho estudio se realizO en Tecoman, Colima, regién tropical de Meéxico,
productora de citricos. Con el objeto de conocer los sitios donde la bacteria se
acumula preferencialmente y su dinamica en funcion del tiempo, se colectaron
muestras de hojas jovenes y maduras fotosintéticas. Estas se colectaron cada dos
meses en un periodo de 26 meses para la cuantificacion de los titulos de bacteria;
asimismo se cuantifico la proporcion de bacterias vivas y muertas utilizando la
técnica denominada EMA-gPCR, la cual emplea Bromuro de etidio monoazida
para discriminar las células muertas y vivas. Se observo un bajo titulo de bacteria
a altas temperaturas en arboles infectados, en contraste a lo observado en clima
templado; a pesar de la presencia significativa del insecto vector Diaphorina citri.
Esta investigacion también identifico fluctuaciones en los titulos de bacteria
cuando se compararon hojas jévenes y maduras. No se observé una correlaciéon
estadisticamente significativa entre las variables meteoroldgicas, la concentracion
de C. Las y los conteos de insectos adultos de D. citri. A pesar de que las
estrategias de manejo de esta enfermedad se han enfocado al control del vector.
La evaluacién de la fenologia del cultivo, la concentracion de C. Las, la poblacién
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de D. citri, asi como la estimaciéon del efecto del medio ambiente ha permitido
identificar las variaciones ciclicas estacionales del patégeno asociado a HLB, asi
como de su vector. Los resultados obtenidos nos permitiran disefiar estrategias de
manejo integral de la enfermedad, tomando en cuenta la acumulacién de la

bacteria y la presencia de su vector.
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ABSTRACT

The bacterial disease citrus Huanglongbing (HLB), associated with “Candidatus
Liberibacter asiaticus” (C. Las) has severely impacted the citrus industry, causing a
significant reduction in production and fruit quality. In the present study, we
monitored the C. Las population dynamics in symptomatic, HLB-positive Mexican
lime trees (Citrus aurantifolia Swingle) in a tropical, citrus-producing area of

Mexico.

In the present research, leaf samples were collected every two months over a
period of 26 months for quantification of bacterial titers, and young and mature
leaves were collected in each season to determine preferential sites of bacterial
accumulation. The proportion of living and dead bacterial cells could be determined
through the use of quantitative real-time PCR in the presence of ethidium

monoazide (EMA-qPCR).

We observed a lower bacterial titer at high temperatures in the infected trees
relative to titers in mild weather, despite a higher accumulation of the insect vector
Diaphorina citri in these conditions. The study also revealed seasonal fluctuations
in the titers of bacteria in mature leaves when compared to young leaves. No
statistically significant correlation between any meteorological variable, C. Las
concentration, and D. citri population could be drawn. Although HLB management
strategies have focused on vector control, host tree phenology may be important.

The evaluation of citrus phenology, C. Las concentration, ACP population, and

16



environmental conditions provides insights into the cyclical, seasonal variations of

both the HLB pathogen and its vector.

Our findings should help in the design of integrative HLB control strategies that

take into account the accumulation of the pathogen and the presence of its vector.
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INTRODUCCION

Citricultura a Nivel Mundial

La mayoria de los investigadores coinciden en que el origen de los citricos se
centra en las regiones subtropicales y tropicales de Asia, en la cuales se incluyen
China e India (Swingle y Reece, 1997; Webber, 1967; Krueger y Navarro, 2007), y
se fue distribuyendo desde el continente asiatico a varias partes del mundo, con
clima célido. Existe una zona en la cual se produce la mayor parte de los citricos a
nivel mundial, comprendida entre las latitudes 40° Norte y 40° Sur (Gmitter et al,
2007); los climas propicios para la produccién de este cultivo son el tropical y
subtropical, debido a la disponibilidad de agua y a las temperaturas moderadas
durante el invierno. Sin embargo, las regiones con mayor produccion se

encuentran entre los 20° Norte y 20° Sur (Morton et al, 2003).

Las especies mas cultivadas a nivel mundial son: naranja dulce (Citrus sinensis L.
Osbeck), naranja agria (Citrus aurantium L.), mandarina (Citrus reticulata Blanco),
limén (Citrus limon L. Burm), lima dulce (Citrus limetta Risso), lima &cida (Citrus
aurantifolia (Christm) Swingle), (Citrus latifolia Tan), toronja (Citrus paradisi Macf),

pomelo (Citrus grandis L. Osbeck) y cidra (Citrus medica L) (Orozco et al, 2014).

Por la superficie cosechada y los volimenes de produccion de fruta, asi como su
amplio consumo y valor alimenticio, los citricos se ubican como uno de los cultivos
de frutas mas importantes del mundo (Robles-Gonzalez et al, 2014). De acuerdo a
los datos de la Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2016),

para el afio 2014, se registré una produccién de 109.5 millones de toneladas de
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fruta (naranja, lima, limén, toronja y pomelo). Se ha observado una baja en la
produccién en comparacion con afos anteriores, y se debe a factores tanto
biéticos como abidticos. Entre ellas, altas temperaturas en épocas del afio
inusuales; asi como, las sequias, son responsables de los dafios ocasionados al
cultivo, que dan como resultado pérdidas en la produccion; por otro lado estan las
enfermedades de origen bidtico, ocasionadas por diferentes patégenos, tal como
el Huanglongbing “Candidatus Liberibacter asiaticus” (HLB), que en los ultimos
afos ha ocasionado dafios graves en la citricultura de distintos paises (Bové et al.,

2006; Gottwald, 2007).

Naranja

La produccion mundial de naranjas para el ciclo 2015-2016, fue estimada en 3
millones de toneladas métricas menor al ciclo anterior, que reporto 45.8 millones
de toneladas, esto porque la produccién de citricos declin6 en Brasil, Estados
Unidos y México; sin embargo, fue compensada por China, Union Europea y
Egipto. La fruta destinada a la industria bajé 2.8 millones de toneladas, como
efecto de la reduccion reportada en Brasil y Estados Unidos (Figura 1). Las
exportaciones no se vieron tan afectadas debido a que la mayor disminucién se

dio en la produccién destinada para la industria (USDA, 2016).
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Produccion mundial de naranjas
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Figura 1. Produccion mundial de naranjas (USDA, 2016).

En Brasil, durante el 2016 la produccién de naranja presentd un decremento en el
volumen de 16.8 a 14.4 millones de toneladas, debido a las altas temperaturas
que se presentaron en los meses de septiembre y octubre, lo cual provocé dafos
en el fruto. La produccién destinada a la industria se redujo drasticamente y esto

impacto6 directamente al consumo (USDA, 2016).

En los Estados Unidos, se prevee que en el afio 2017, la produccion presente un
decremento de 5.8 a 5.4 millones de toneladas. Debido a que, en los ultimos afios,
el HLB ha afectado directamente la produccion de naranjas en Florida, en el
rendimiento y la disminucion de areas citricolas. La mayor produccién para

exportacion y consumo, proviene de California, mientras que la produccién
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destinada a la industria se vera afectada directamente ya que depende de las

areas citricolas de Florida (USDA, 2016).

Jugo de naranja

Segun el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, la produccién
mundial de jugos de naranja sera directamente afectada en 2017, debido a los
problemas que actualmente enfrentan los productores del continente, lo cual

impacta las importaciones de este producto (Figura 2).

2.4
B Produccion

e Consumo
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Figura 2. Produccion mundial de jugo de naranja y consumo (USDA, 2016).

21



Limones

Los limones son frutos acidos por lo cual se consumen principalmente con otros
alimentos; por tal motivo estan destinados al mercado de los frutos frescos. En la
industria, el zumo es utilizado para dar sabor a las bebidas y otros alimentos

(FAO, 2017).

Consumo y comercio

Espafia, Argentina y México son los exportadores mas importantes de este grupo
de citricos. Espafa y Argentina dominan el mercado mundial de exportaciones de
limones frescos. México es el mayor exportador de limas frescas,
aproximadamente el 20% de su produccion se exporta, mientras que mas del 50%
de la produccién es comercializada de forma industrial. Argentina e Italia son los

principales proveedores de zumo de limones (FAO, 2017).

Con caidas en la produccién de limas en Florida y un estancamiento en la
produccion de limones en California y Arizona, E.U. se convertira en el mayor

importador de limas y limones frescos (FAO, 2017).

El limén mexicano en el mundo

El limén mexicano [Citrus aurantifolia (Christm) Swingle] es un citrico ampliamente
conocido en muchos paises y ha recibido muchos nombres locales, los cuales se

registran el en cuadro 1. (Morton, 1987; Crane 2013).
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Cuadro 1. Nombres comunes del limén mexicano a nivel internacional.

Pais
Alemania
Brasil
Chile
Egipto

Estados
unidos

Filipinas
Francia
India

Italia
Marruecos
México

Pert

Nombre que recibe ‘
Limett
Limon gallego
Limon pica
Baladi

Mexican lime; key lime o west indian lime

Dayap

Limettier acide

Nimbu o kagzi nimbu

Limetta

Doc

Limon mexicano o limén criollo

Limon sutil

Aungue es ampliamente distribuido en muchos paises, en la mayoria de ellos no

existe suficiente informacion estadistica de su cultivo y volimenes de produccion,

que permita conocer la situacion que guardan respecto a México. Algunos

documentos publicados en revistas técnicas y cientificas, presentan informacién

que resulta confusa e incompleta, segun se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Referencias de superficie cultivada de limén mexicano.

Pais Superficie sembrada Referencia
QEY
Chile 86 Vandecandelaere y Mery, 2007
Nepal 2,635 Shrestha et al., 2012
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Oman 1,209
Peru 18,000

Citricultura en México

Zadjali et al., 2008
Vegas y Narrea., 2011

De acuerdo con Orozco-Santos et al. (2013) México cuenta con una variedad de

regiones geograficas que presentan condiciones de clima adecuadas para el

cultivo de las distintas especies de citricos y ha desarrollado una fuerte industria

dedicada a la produccién de esta fruta, principalmente de naranjas, limén

mexicano Yy limon persa. México cuenta con regiones citricolas importantes, como

se puede observar en el cuadro 3.

Cuadro 3. Principales regiones productoras de citricos en México.

Region
Golfo de México
Noroeste

Huastecas

Peninsula de Yucatan

Vertiente del Pacifico

Planicie costera del noroeste

Estados ‘
Veracruz y Tabasco
Nuevo Le6n y Tamaulipas

San Luis Potosi, Hidalgo y norte de
Veracruz

Yucatan, Quintana Roo y Campeche

Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Colima,
Jalisco y Nayarit

Sonora, Baja California Sur y norte de
Sinaloa

La citricultura en México es una actividad de gran importancia econémica y social

dentro de la fruticultura nacional. Esta actividad abarca 560,604.13 ha en las

regiones tropicales y subtropicales en 24 estados del pais.
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La producciéon se estima en 7°656,535.65 toneladas de citricos con un valor
comercial de un poco mas de 17 mil millones de pesos (SIAP, 2015) (Cuadro 4).
México se mantiene en el quinto lugar con mayor produccion de citricos a nivel

mundial.

Cuadro 4. Indicadores de la produccion citricola en México.

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

Lima Citrus micrantha L672.1 1,625.9 17,821.3 10.9 43,2771

Liman* Citrus aurantifolia 171,608.8 154,803.2 2,187,257.2 14.1 HO89,668.5
Mandarina Citrus reticulata 21,5504 21,227.5 297,326.4 14.0 421,496.2

Naranja Citrus sinensis 334,849.1 321.683.3 45334278 14.1 6,727.474.1
Tangelo Citrus x tangelo 5060.0 4,565.0 97,222.0 21.3 122,005.7
Tangerina Citrus x tangering 12,692.50 12,428.50 194, 712.19 15.7 362.5473
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

* Se incluyen todas las especies de limén

Limdn mexicano en México

El limén mexicano pertenece al grupo de las limas acidas de la familia botanica
Rutaceae y, se sabe que son sensibles a bajas temperaturas (Robles-Gonzalez et
al., 2013). El limén mexicano [Citrus aurantifolia (Christm) Swingle], puede ser
propagado por semillas o vegetativamente. Los arboles son vigorosos, con
muchas espinas, las hojas son pequefas y redondas, las flores son blancas con
pétalos curvados hacia el eje de la flor y florece todo el afio. (Agusti, 2003;

Orozco-Santos et al., 2014).
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En 2015 se reportaron aproximadamente 81,221 ha con limén mexicano. Los
principales estados productores son: Michoacan con 42,931 ha, Colima con
18,996 ha, Oaxaca con 8,498 ha y Guerrero con 6,856 ha, de acuerdo con los
datos reportados hasta el ciclo 2015 (SIAP, 2016). La produccién anual de fruta de
limén mexicano supera el millén de toneladas con un valor superior a los 3 mil
millones de pesos. La importancia de esta agroindustria radica en que dependen
aproximadamente 69 mil productores y genera cerca de 154 mil empleos directos,
ademas, de que se ligan 138 empacadoras, 110 enceradoras, 22 plantas jugueras,
5 gajeras y alrededor de 60 viveros certificados (Manzanilla et al., 2015; Robles et

al., 2011; lICA, 2010).

Enfermedades de los citricos

En la citricultura existe una gran diversidad de problemas fitosanitarios que afectan
el desarrollo de las plantas y ocasionan dafios en el desarrollo y produccion de

plantas, algunos de estos problemas se describen a continuacion.

Tristeza de los citricos

Tiene como agente causal al Citrus tristeza virus (CTV), virus confinado al floema
que se transmite de manera semi-persistente por afidos (Hemiptera: Aphididae),
entre los que se reportan a Aphis gossypii, A. spiraecola, A. craccivora, Toxoptera
aurantii y T. citricida, este ultimo es considerado el vector de mayor eficiencia

(Loeza-Kuk et al., 2008; Raccah, 1980; Hermoso de Mendoza et al. 1984,
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Gottwald et al. 1997). Historicamente la tristeza de los citricos ha sido una de las
enfermedades mas agresivas de los citricos, siendo responsable de la muerte de,
al menos, 100 millones de arboles en el siglo pasado (Moreno et al., 2008). En

Ameérica, el primer reporte de esta enfermedad, fue en el 1940.

En Meéxico, el CTV se detectd por primera vez en 1983, en el estado de
Tamaulipas; actualmente esta presente en 21 estados citricolas del pais; mientras
gue el vector [Toxoptera citricida (Kirk.)] se sabe que ingresoé en el afio 2000 por la

peninsula de Yucatan (Loeza-Kuk et al., 2008).

Cancro de los citricos

Esta enfermedad es causada por la bacteria Xanthomonas citri. Las pérdidas
econdmicas se deben principalmente a la defoliacion, abscision prematura y
manchado del fruto. Los arboles jovenes son mas susceptibles a X. citri, por lo que
pueden resultar infectados hasta el 100% de sus frutos y hojas. La severidad
tiende a aumentar con el tiempo, mientras que el rendimiento se reduce
paulatinamente. No se tienen datos especificos sobre pérdidas econémicas en
diferentes regiones y paises; sin embargo, la enfermedad es sujeta de medidas
cuarentenarias que se aplican para regular el comercio internacional (CABI, 2014;

SENASICA, 2016).

Actualmente en México se realizan actividades de vigilancia epidemioldgica
fitosanitaria para la deteccion temprana del cancro bacteriano de los citricos, a
través del Programa Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica Fitosanitaria, en los

estados de: Baja California, Baja California Sur, Campeche, Colima, Chiapas,

27



Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco,
Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (SAGARPA-SENASICA-PVEF, 2016). Como
resultados de estas acciones a la fecha no se han detectado muestras positivas a
esta plaga. Por lo anterior, y de acuerdo con la NIMF No. 8 (CIPF, 2006),

Xanthomonas citri se considera una plaga ausente en México.

Leprosis de los citricos

Causada por Citrus leprosis virus C (CiLV-C), esta enfermedad se considera como
una de las mas importante en la industria citricola. En Brasil, cada afio se invierten
80 millones de ddlares para el control del acaro vector del género Brevipalpus sp.
(Bastianel et al.,, 2010). Esta enfermedad es considerada de importancia
econOmica en varios paises del Centro y Sudamérica y ha causado pérdidas
econdmicas considerables durante 15 afios en Argentina, Uruguay, Venezuela,
Costa Rica, Panama, Honduras, Guatemala y recientemente en Perq, Bolivia y
Colombia; este dltimo pais, cuanta con 45,000 has cultivadas con citricos y una
produccién de 750,000 toneladas, actualmente se encuentran amenazadas por la
presencia del virus, razén por la cual este pais ha llegado a desarrollar programas
de control, prevencion, y cuarentenarios con el fin de evitar su diseminacién hacia

otras regiones productoras de citricos (Ledn et al., 2016).

De acuerdo a la Norma Internacional para Medidas Fitosanitarias NIMF No. 5,
Glosario de términos fitosanitarios (CIPF, 2004), para el caso México, el Citrus

Leprosis Virus C, cumple con la definicibn de plaga cuarentenaria, ya que se
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encuentra presente solo en algunas areas (Chiapas, Tabasco, Querétaro y
Veracruz), y sujeta a control oficial; ademas, puede causar pérdidas econdmicas

potenciales en cultivos hospedantes.

Clorosis variegada de los citricos

(Xylella fastidiosa subsp. pauca) se ha descrito como una de las enfermedades
mas destructiva de la naranja dulce; en Brasil se ha dispersado rapidamente en
grandes extensiones cultivadas con naranja, afectando a 1.8 millones de arboles
(EPPO/CABI, 2009) y ocasionando pérdidas anuales por 100 millones de ddlares
(Li et al., 2002). La rapida dispersion de esta enfermedad a través de los huertos y
el gran dafio que causa, tiene como resultado pérdidas econdémicas de
aproximadamente 150 millones de ddlares al afio para los productores e industria
del jugo en el estado de Sao Paulo, region citricola mas importante de Brasil
(Amaro et al., 1998). Ademas, Fundecitrus (2009) indica que en diversos estudios
acerca de la diseminacion de CVC en el estado de Sao Paulo, la proporcion de

plantas infectadas aumenté de 22% en 1996 a 43% en 2005 (Caruso et al., 2007).

Segun la NIMF No. 8, Determinacion de situacion de una plaga en area (CIPF,
2006), la clorosis variegada de los citricos Xylella fastidiosa subsp pauca es una

plaga ausente en México; no hay registro de presencia de la plaga.

Huanglongbing de los citricos
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El origen del Huanglongbing “Candidatus Liberibacter asiaticus” se ha considerado
en China (Zhao, 1981). En huertas del sur de China, se observaron sintomas de
amarillamiento en plantas de citricos a finales de 1800, lo cual se conoci6 con el
nombre de “Huanglongbing” (Enfermedad de los brotes amarillos). Esto fue
confirmado por When Li (1956), en su estudio realizado a finales de 1940; fueron
varias personas quienes respaldaron esta teoria (Da Graca, 1990; Da Graca &

Korsten, 2004; Bové, 2006).

El HLB, es considerada hasta el momento como otra de las enfermedades mas
devastadoras en citricos, (Bove, 2006; Manjunath et al., 2008). Por tal motivo es
considerada una prioridad para muchos investigadores y gobiernos en el mundo.
Esta enfermedad se encuentra presente en los continentes Asiatico, Africano y
Americano; en mas de 39 paises; sin embargo, Candidatus Liberibacter africanus
(C. Laf) se distribuye en Africa y Asia; Candidatus Liberibacter americanus (C.
Lam) Unicamente se encuentra en Brasil y recientemente se reporté Candidatus
Liberibacter caribbeanus (C. Lca) en Colombia. Mientras que Candidatus
Liberibacter asiaticus (C. Las), es la que se encuentra mas distribuida en Asia y
América (Santivafiez et al., 2014; EPPO, 2015). Esta enfermedad es capaz de
afectar a todas las especies comerciales de citricos y es la responsable del declive
de la industria citricola en varios paises del sudeste asiatico, Peninsula Arabiga, el
sur y la costa de Africa y recientemente en América (Bassanezi et al., 2006; Bové,

2006).
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La importancia de esta enfermedad se debe, ademés de lo destructiva, a que
hasta el momento no se conoce cura o tratamiento efectivo para los arboles una

vez que han sido infectados (Gottwald et al., 2007).

Se considera que Lin (1956), determin6 por primera vez que la bacteria puede ser
transmitida por inoculacion con injertos positivos a la enfermedad. Adicionalmente,
asumio la existencia de un vector transmisor de la enfermedad, para poder
explicar la infeccion de aquellos arboles que no habian sido injertados. Unos afios
después en Sudafrica, los investigadores McClean y Oberholzer (1965a, 1965b),
corroboraron que HLB es transmitida por inoculacién por injertos y también por el
vector africano Trioza erytreae. Para el afio 1967, Martinez y Wallace,
demostraron que la enfermedad podia ser transmitida por el Psilido Asiatico de los

Citricos (PAC) Diaphorina citri (Jagoueix et al,. 1994).

Para el afio 1967, estaba demostrado que la enfermedad se transmitia por
inoculacién con injertos y también por dos psilidos vectores, D. citri y T. erytrae.
Estos resultados indicaban que el patdgeno asociado con la enfermedad era un
virus, el Unico agente conocido en esa época capaz de infectar plantas y ser
transmitido por estas vias. En ese mismo afio, varios investigadores empezaron la
busqueda de este agente en plantas infectadas con el microscopio electronico,
encontrando evidencia del agente asociado en los tubos cribosos de las plantas
infectadas, haciendo pensar que se trataba de un micoplasma, un tipo especial de
bacteria que carece de pared celular (Lafeche, D. y Bové, J. M., 1970a y 1970b).

Sin embargo, esto fue rapidamente descartado cuando se observdé que la
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membrana citoplasmatica estaba rodeada por una capa, que después se demostré

con varias técnicas de tincion, se trataba de una pared celular.

Agente asociado

Esta enfermedad esta asociada a una alfa-proteobacteria, perteneciente al grupo
Gram negativo, que esta restringida al floema de las plantas hospederas. Debido a
gue hasta el momento no se han podido realizar los postulados de Koch, se le ha
asignado el nombre provisional de “Candidatus Liberibacter asiaticus”. Hoy en dia
se conocen cuatro especies de esta bacteria, de las cuales, la variante asiatica es
la que presenta mayor severidad y tolerancia a las altas temperaturas (Bove,

2006).

Etiologia

Se reconoce que la etiologia de la enfermedad es bacteriana, y que es transmitida
por insectos psilidos, pertenecientes a la familia Psyllidae (Hemiptera) (Bové,
2006) (Burckhardt y Ouvrard, 2012), orden taxondmica que incluye otros vectores

importantes, como mosquita blanca y afidos.

De manera semejante a otras enfermedades transmitidas por vectores, una de las
estrategias usadas para el control de esta enfermedad es precisamente el control
de vectores asociados. Si bien no se conocen con precision los mecanismos por
los que los psilidos transmiten a la bacteria asociada a Huanglongbing, existe
evidencia publicada de que estos insectos son capaces de transmitir a
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Liberibacter. Por otra parte, los psilidos transmiten patdogenos de manera
semejante a &fidos, por lo que cabe esperar que los detalles de la transmision de
esta bacteria sean semejantes a otras restringidas al floema (Buchman vy

Cuddington, 2009).

Las bacterias asociadas con la enfermedad Huanglongbing forman un grupo
definido, denominadas de forma general Candidatus Liberibacter: Ca. L. asiaticus,
Ca. L. africanus y Ca. L. americanus. En México sélo se ha reportado a Ca. L.
asiaticus como la bacteria transmitida por Diaphorina citri. Aunque no se ha
encontrado en citricos, hay reportes también de la existencia de C. L. psyllaurous
(=solanacearum) asociado con Bactericera cockerelli, (Hansen et al, 2008; Lin et
al, 2011) cuyas plantas hospedantes son principalmente cultivos de la familia
botanica Solanaceae (Burckhardt et al., 2014) y cultivos de zanahoria y apio
(Munyaneza et al., 2016) y pera (Haapalainen, 2014; Ouvrard et al., 2016). Para
efectos de etiologia es importante aclarar que estas bacterias no han sido aisladas
hasta el momento; se han hecho algunos intentos (Davis et al., 2008; Sechler et
al., 2009), pero no se ha logrado todavia su desarrollo de manera independiente al
crecimiento celular del citrico hospedante, por lo que los postulados de Koch no
han sido aplicados para aclarar la relaciébn directa de esta bacteria con los
sintomas del HLB y sus efectos. En el cuadro 5 se muestran los diversos agentes

bacterianos asociados a la sintomatologia que ocasiona el HLB.
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Cuadro 5. Agentes bacteriales asociados con la sintomatologia del HLB. Tomado de:
Strategic Planning for the Florida Citrus Industry: Addressing Citrus Greening (2010).

Agent

Host(s)

Characenstics

References

| HLB Associated Liberibacters|

Canddatus
Libenbacter
africanus

Canddats
Libenbacter
americanus

Candvdatus
Libenbacter
asiaticus

Cerus spp.; transmissible to
peniwinkle (Carharanthus
roseus) by dodder (Cuscwa
campestris)

Corus spp., transmissible to
periwinkle by dodder

Ctrus spp.; transmissible to|
periwinkle, obacco
(Nicosana tabacum) and
tomato (Lycoperscon

esculentum) by dodder

[ Liberitacters from Non-rutaceous Hosts |

Candidatus
Liberibacter
psyllaurous

Candidatus
Libenibacter
solanacear um

Solanaceous crops

Tomaw; Chili; Pepper,
Potato; Tamanlb; Cape
Gooseberry

[ Phytoplasma Associated with HLB |

Phytoplasma

Phytoplasma

Citrus, Crotolaria jurcea

Citus

Sieve-tube restricted;
gram-negative, heat
sensitive

Sieve-tube resricted,
gram-negative, heat
sensitive

Sieve-tube restricted;
gram-negative, heat
tolerant; causes disease
at32-35C

97 sequence
similarity with
Candsdatus
Libenbacter asiaticus,
causes z2cbra chip
disease in potato

Likely the same as
Candxdams
Liberibacter
psyllaurous

Sieve-tube restricted ;
wall-less, has 9%
sequence identity with
pigeon pea wikhes'
broom phytoplasma
(group 16Sr IX)

Sievetube resricted
wall-less; related to
Canddats

Distribution Natural Vector
Afnica; Amabian  Triozaentreae
Peninsula; (Africancitus
Mauntius, pevilid)
Reunion
Islands
Braal (5% Duaphorina citn
Paub and (Asimn citrus

Minas Gerais),
Hunan, China
(uncon fired)

psyllid)

Asia, Saudi Diaphorina citn
Amnbu; Flonda, (Asian atrus
Braal pevilid)
México
Mexico; Texas, Bactericera
Guatemala cockerells
Meéxico (potato/tomato
psyllid)
New Zealand Bactericera
cockerells
(potatotomato
psyllid)- possibly
Brazil (San Not yet known
Paulo)
China
(Guangdong)

Garnier and Bové, 1983,
Jagoucixetal, 1994,
Garnier etal, 2000a

Taxeira etal, 2005a,
bd.e, Lopesetal 2009

Bovéetal, 1974, Garmier
and Bové, 1983, 1993,
Jagoveixetal, 1994,
1997, Garnier etal
2000a; Duan etal, 2008

Gudmestad and Secor,
2007, Hansen et al,
2008, Ln etal , 2009

Lieftng etal , 2009a, b

Teixeira etal |, 2008¢,
Wulffetal , 2009

Chen et al, 2009

Relacion filogenética de HLB

Si bien la relacién taxonémica de Candidatus Liberibacter spp., con otros grupos
no es completamente clara, la secuenciacion de su genoma y su comparacion con
la base de datos existente sugiere que se trata de una alfa-proteobacteria (Duan et
al., 2009). Este andlisis permiti6 sugerir que se encuentra relacionada con
rhizobacterias como Bradyrhizobium spp y con Agrobacterium spp (Duan et al.,

2009).
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Diaphorina citri

El origen del insecto vector de la enfermedad (Diaphorina citri) se ubica en la India
(Hollis, 1987). La identificacion taxondmica del insecto D. citri asociado con la
transmision de ‘Candidatus Liberibacter spp’, Diaphorina citri, ocurrié hace mas de
100 afios por Kuwayama en 1909 y no se habia asociado con la manifestacion de
sintomas de amarillamientos en las plantas hospederas, sino hasta 1929, mas de
10 afos después (1929). Originalmente se conocié con diferentes nombres
comunes tales como: ‘amarillamiento de hojas’ (Jitouhuang), ‘hoja de chile’
(Lajiaoye), ‘pudricion de raices’ (Genfu) (Deng et al., 2012). La deteccion inicial de

la enfermedad, se acredita a McLean en 1919 en la region de India (Bové, 2006).

Este insecto representa una de las plagas de mayor importancia a nivel mundial,
debido a su condiciébn de vector de Candidatus liberibacter spp, causante del
Huanglongbing de los citricos (Grafton-Cardwell et al., 2013). También es
responsable de las pérdidas econdmicas como plaga en otras plantas
pertenecientes a la familia Rutaceae, debido a los dafios que ocasiona por los
hébitos alimenticios como chupador de savia, durante su ciclo bioldgico (Aleman et
al., 2007). Por otro lado, afecta la fotosintesis de los arboles debido a la mielecilla
producida por las ninfas, que a su vez promueven la formacion de fumagina (Tsai

et al., 2002).
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Dispersiéon del Huanglongbing

Esta enfermedad se ha dispersado principalmente a través de material vegetal
infectado y a la transmision por los psilidos. La dispersion a través de plantas
infectadas es la que ha permitido que la enfermedad se mueva a largas distancias
y se haya establecido en otros paises. Por otro lado, tenemos la transmision
natural la cual estd mas relacionada con las altas poblaciones del vector y el

reservorio del inéculo (Gottwald et al., 2007; Flores-Sanchez, 2011).

El clima juega un papel importante en el proceso de dispersion y severidad de la
enfermedad; en Sao Paulo, Brasil, el HLB se ha dispersado y alcanzado mas
incidencia en regiones con temperaturas calidas moderadas (Lopes et al., 2013).
En la peninsula de Yucatan, México se reportd la presencia de gradientes de
dispersion con diferente intensidad a partir de focos iniciales y que la
direccionalidad mas inductiva es posiblemente influenciada por el factor viento, el
cual juega un rol importante en la dispersion del psilido, quien a su vez es vector

de C. Las. (Flores-Sanchez, 2011).

EMA-gPCR

Los sistemas de diagnostico basados en la técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) en Tiempo Real o gRT-PCR (quatitative Real Time-PCR), son una
opcion rapida y altamente sensibles para la deteccion de patdgenos, sin embargo,
estos no pueden distinguir células vivas y muertas. EI EMA, por sus siglas en

inglés, (Ethidium bromide monoazide) es un reactivo capaz de unirse al DNA
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procedente de células muertas e impide la amplificacion durante la PCR (Wang &

Mustapha, 2010).

BUFFER DE
EXTRACCION

SELECCION DE LED Crosslinker

BACTERIAS EXTRACCION Y
VIVAS PURIFICACION
POR EMA DEL ADN

&
:
.o \
$
';\
v
,',
x

Figura 3. Modo de accién del Bromuro de Etidio Monoazida (EMA)

La técnica EMA-RT-PCR, para la deteccién de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’
vivas y muertas fue reportada por Trivedi et al (2009), en este trabajo; previo a la
extraccion de ADN, se les dio un tratamiento con EMA al material vegetal, se dej6
incubando por 5 minutos, para que el reactivo se uniera covalentemente al DNA
de las células muertas, posteriormente se realizé la inactivacién con luz (Figura 3),
después de esto se realiz6 la extraccion de acido nucleicos de forma normal. Y
finalmente el DNA, fue utilizado para la amplificacion de la region 16s del genoma

bacteriano.
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Dindmica de Candidatus Liberibacter asiaticus en arboles de naranja dulce

Florida, Estados Unidos

Hu y colaboradores (2014) monitorearon durante 20 meses el cambio en la
concentracion absoluta de C. Las vivas y muertas, en plantas de naranja dulce
(Citrus sinensis var. “Valencia”). Para lo cual seleccionaron plantas jovenes y
saludables, que posteriormente, bajo condiciones de invernadero, injertaron con
yemas de plantas positivas a C. Las. Con el uso de Propidio Monoazida (PMA),

lograron discriminar las bacterias vivas de las muertas.

Live Las titer - Total Las titer

[os]

"'__,-—————-I

" A — |

~J
w
|
===l

JA—

—

~J

Log (Las cells/gram tissue)
=)
(9]

55 -
Aug Oct Dec Feb Apr Jun Aug Oct Dec Jan Feb Mar Apr

2010 2010 2010 2011 2011 2011 2011 2011 2011 2012 2012 2012 2012
Month

Figura 4. Dindmica de C. Las, en arboles de naranja dulce. Florida, EU.
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Durante los meses de diciembre, enero y febrero, se observd una disminucion en
la cantidad de bacterias vivas, en comparacién con el resto del afio, como se
puede observar en la figura 4. Lo cual fue confirmado estadisticamente, con una

prueba de relacién varianzas de Fisher (P<0.0001) (Hu et al., 2014).

Parand, Brasil

Sauer y colaboradores (2015), evaluaron la variacion estacional de la poblacién de
C. Las, utilizando la técnica de PCR en tiempo real; para lo cual seleccionaron en
campo 11 arboles de naranja dulce, que habian sido infectadas de forma natural
en huertos de citricos, y con ayuda de los valores de Ct, se determind la
fluctuacién poblacional. En otofio se reportaron los valores de Ct mas bajos

(Figura 5), lo cual indic6 altas concentraciones de C. Las, (F=8.77, P=0.0004).
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Figura 5. Dinamica de C. Las, en arboles de naranja dulce. Parana, Brasil.

39



Con este estudio, también pudieron concluir que no hay una relacién directa entre
la concentracion y la severidad de los sintomas, puesto que en hojas
asintoméaticas se detectaron altas concentraciones de C. Las, y en hojas que
presentaban sintomas la cantidad de C. Las fue baja (Sauer et al., 2015). Estudios
recientes han mostrado que la produccion de citricos se mantiene, aiun con la
presencia del HLB en los arboles frutales infectados; lo anterior tanto en China
(Deng et al., 2012) como en Estados Unidos (Alvarez et al., 2016). La nutricion de
los arboles, asi como el manejo 6ptimo de las condiciones culturales de dicho
cultivo influyen en el mantenimiento de la vida util de la planta ante el ataque de
dicha enfermedad; de manera que se identifica una relacion directa entre la
nutricion o malnutricién de los &arboles con los ataques de la bacteria asociada con
el HLB, estableciendo una conexion con el fendmeno llamado ‘Quorum sensing’

(Antunes et al., 2010; Rojas, 2010).

Quorum sensing

Quorum Sensing (QS), es un mecanismo sofisticado que permite la comunicacién
entre bacterias, las cuales a través del intercambio de sefiales quimicas, pueden
modificar su comportamiento a nivel poblacional. Este mecanismo se identifico por
primera vez en Vibrio fischeri, controlando la bioluminiscencia de esta bacteria en
respuesta a la densidad de poblacion (Nealson & Hasting, 1979). Desde el
descubrimiento del QS ha sido identificada en muchas bacterias gram positivas y
negativas (Waters & Bassler, 2005). Las bacterias a través del QS liberan
moléculas de sefializacién quimica difusibles en su medio ambiente. Cuando las

sefiales alcanzan determinado umbral las bacterias responden a estas, alterando
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Su expresion génica, regulando sus actividades fisiologicas. Muchas bacterias
gram negativas usan el N-acyl homorosinasa lactona (AHL), como molécula sefial
del QS (Loh et al., 2002; Von Bodman et al.,, 2003). Diversos grupos de
investigacion han podido identificar el mecanismo de QS, como regulador de la
expresion génica de bacterias fitopatdégenas, las cuales juegan un rol importante

en el proceso de infeccion y virulencia (Quifiones et al., 2005; Gou et al., 2012).

Situacion del HLB en México

En México, esta enfermedad se detectd por primera vez en arboles de limén
mexicano en el Cuyo, municipio de Tizimin, Yucatan (Robles-Gonzalez et al.,
2013). Hasta el momento no existe un control efectivo para esta enfermedad; en
México el manejo de la misma se basa en el control del Psilido Asiatico de los
Citricos (PAC), mediante el control quimico, el cual ha sido, hasta el momento, la
forma mas efectiva de mitigar la rapida propagacion de esta bacteria en huertos;
ademas de la eliminacion de plantas positivas y la utilizacion de material vegetal
sano. El monitoreo de la poblacion de PAC, mediante trampas amarillas
pegajosas, es una herramienta util para la toma de decisiones en cuanto al

momento de aplicar productos quimicos se refiere (SENASICA, 2015).

A nivel nacional, con las acciones implementadas se protegen alrededor de 572
mil ha de citricos, correspondiendo 337,353 ha al cultivo de naranja, 175,669 ha
de limoén, 21,572 ha a mandarina, 18,158 ha a toronja, 12,746 ha a tangerina,

5,178 ha tangelo y 1,358 ha al cultivo de lima. En conjunto conforman una
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produccion estimada de 7.8 millones de toneladas, cuyo valor de la produccion es

de aproximadamente 17,467 millones de pesos (SIAP, 2015).

Situacion fitosanitaria actual

El HLB se ha detectado en 414 municipios de 23 entidades de México, de los
cuales, 335 son considerados citricolas, lo que representa el 46% del total de los
que cuentan con este cultivo en el pais, el resto de los municipios con detecciones
solo cuentan con plantas de citricos en areas urbanas como se muestra en la
Figura 6, donde el color rojo indica los sitios donde se ha detectado HLB en
material vegetal. Se estima que la superficie comercial con presencia de la
enfermedad es del 9% con relacibn a la superficie nacional (572,000 ha
aproximadamente). Las acciones realizadas para contener la enfermedad se
basan principalmente en el control del psilido asiatico de los citricos, mediante las
Areas Regionales de Control (ARCOs) operadas con recursos de Servicio

Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA, 2016).
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Figura 6. Estatus fitosanitario del Huanglongbing en México (el color rojo indica los sitios
donde se ha detectado HLB en material vegetal).

Estrategias de manejo del Huanglongbing de los citricos

A partir del afio 2015, con la finalidad de reducir la diseminacion del HLB, se
establecié un esquema de manejo regional del psilido asiatico de los citricos, a
través de 111 Areas Regionales de Control (ARCOs), estableciéndose en zonas
citricolas con mayor riesgo de brotes o epidemias de esta enfermedad, debido a
los niveles poblacionales del insecto vector. La I6gica de esta estrategia es que el
manejo de las poblaciones de insectos tiene que ser de manera amplia (Gottwald
et al., 2008; Pérez-Zarate et al., 2016) En dichas ARCOs, se utilizan insecticidas
recomendados por el Grupo Técnico de HLB de cada Estado, los cuales cuentan
con registro ante la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios

(COFEPRIS) para su uso contra Diaphorina citri (SENASICA, 2016).
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Asimismo, se ha articulado el uso del control biolégico a través de hongos
entomopatdgenos; en los estados de Hidalgo, San Luis Potosi, Veracruz mediante
el uso de Metarhizium anisopliae y en Nayarit con Isaria javanica, en huertas de
citricos marginales y abandonadas. El Centro Nacional de Referencia de Control
Biol6gico del SENASICA ha realizado evaluaciones para determinar cepas, dosis y
periodos Optimos de aplicacion, como parte del manejo integrado del insecto

vector (SENASICA, 2016).
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JUSTIFICACION

La informacion respecto a la epidemiologia y el comportamiento de la bacteria que
causa el Huanglongbing, en México, es escasa; y mucha de la publicada se refiere
a estudios realizados en citricos dulces y en ambientes citricolas de otros paises,
tal como se reporta en China, Brasil y los Estados Unidos. En México, la bacteria
C. Las ha ocasionado mayor impacto en citricos agrios, especificamente en limén
mexicano de la Vertiente del Pacifico. En el presente trabajo se pretende generar
informacion epidemiolégica respecto del comportamiento de poblaciones de la
bacteria C. Las en limon mexicano, y su posible relacion con algunos factores
ambientales dado que a la fecha es la especie de citrico mas afectada por esta

enfermedad en México.

Asimismo, dado que no se tienen estudios precisos sobre la distribucién de C. Las
en arboles de limén mexicano, asi como que la incidencia y dispersion de la
misma bacteria, ha ocurrido con mayor frecuencia en dicha especie de citrico, el
presente estudio pretende aportar informacion epidemiolégica como elemento
importante para reforzar el disefio de programas de muestreo, deteccion y manejo
de esta enfermedad, tomando como base el conocimiento preciso de la
distribuciéon de las poblaciones de C. Las, dentro de los arboles y entre hojas
jévenes y maduras, ademas de conocer la posible variacion en el tiempo, en

huertas de limén mexicano en la region de Tecoman, Colima México.
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OBJETIVOS

1. Realizar un estudio analitico para determinar la concentracién y variacion
temporal de C. Las, entre arboles, hojas jovenes y maduras en limén
mexicano en Tecoman, Colima, con el fin de reforzar estudios
epidemiologicos.

2. Evaluar el efecto de algunos factores en la variacion temporal de la

concentracion de C. Las, en arboles de limén mexicano infectados.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion de plantas para el establecimiento del trabajo

Se eligio el estado de Colima para establecer el experimento, por ser uno de los
mayores productores de limén mexicano. El ensayo se ubico en la huerta citricola
denominada “Rancho el Pandelo y Las Animas” (Figura 7), en la localidad de
Tecoméan, Colima. Las coordenadas geograficas de referencia son: 18.93487
latitud y -103.92576 longitud, tomadas en el extremo oriente de la huerta
experimental. En junio de 2013 se observaron 50 plantas de limén mexicano que
presentaban sintomas tipicos de HLB en hojas, de cada planta se seleccionaron 4
ramas y de cada rama seleccionada se tomaron 6 hojas y fueron llevadas al
laboratorio de Ingenieria Genética de Plantas del Departamento de Biotecnologia
y Bioingenieria del CINVESTAV ubicado en la Ciudad de México, para su

diagndstico.
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Figura 7. Panorama del rancho ‘El Pandelo y las Animas’, Tecoman, Colima.

Diagnostico de muestras colectadas en Tecoman, Colima

Extracciéon de ADN total

La lamina foliar y la nervadura central de cada hoja fueron separadas; las
nervaduras centrales se picaron en trozos pequefios y se pesaron 100 mg,
enseguida se colocaron en un tubos de 1.5 ml, que ya contenia un balin de
porcelana, se agregaron 550 pL de PBS (KH2PO4 50 mM, NaCl 150 mM; pH 7.2) y
se maceraron con ayuda de un disruptor de tejidos (TissueLyser LT, QIAGEN),
posteriormente la extraccion del gDNA se realizé con el kit comercial AxyPrep
Mulltisource  Genomic DNA Miniprep (AXYGEN Biosciences), siguiendo las

instrucciones del fabricante:
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Protocolo de extraccién

1.- Se adicionaron150 pL de buffer C-L.

2.- Se macero el tejido vegetal utilizando un disruptor de tejidos. Tres tiempos de

un minuto.

3.- Se adicionaron 20 pL de preteinasa Ky se le dio un breve vortes.

4.- Se centrifug6 brevemente y se incub6 por 10 minutos a 56°C.

5.- Se adicionaron 350 pL de buffer P-D y se aplic6 una agitacion a maxima

velocidad durante 30 segundos.

6.- Se centrifugaron las muestras a 13,300 rpm durante 10 minutos.

7.- Se transfirio el sobrenadante a una columna miniprep de 2 ml.

8.- Se centrifugd a 13,300 rpm durante un minuto.

9.- Se desecho el eluido y se adicionaron 500 pL de buffer W1 a la columna.

10.- Se centrifugd a 13,300 rpm durante un minuto.

11.- Se desecho el eluido y se adicionaron 700 L de buffer W2 a la columna.

12.- Se centrifugo a 13,300 rpm durante un minuto.

13.- Se repitieron los pasos 11y 12.

14.- Se desecho¢ el eluido y se centrifugé nuevamente el tubo a 13,300 rpm, para

secar la columna.

15.- Se transfirid la columna a un tubo de recoleccion de 1.5 ml.
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16.- Se eluyo el DNA agregando 100 pL de buffer de elusion.

17.- Se centrifugd a 13,300 rpm durante un minuto.

18.- Se retird la columna del tubo y se almacend el ADN a 4°C.

La concentracion y pureza del ADN se determiné con el espectrofotometro Nano

Drop 2000 (Thermo Scientific), posteriormente se conservaron a -20°C.

PCR Convencional

El diagnéstico de C. Las, se realiz6 por la técnica de PCR convencional, usando

los primers descritos por Jagoueix, et al. (1996). La mezcla de reaccion se

describe en el cuadro 6.

Cuadro 6. Mezcla de reaccion de PCR punto final para la deteccién de C. Las.

Reactivo
H20 Miliq
Buffer
MgCl,
dNTPs
Primer OI1
(GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA)
Primer Ol2c
(GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT)
Taq Platinum

DNA

[Inicial]

10X
50 mM
10 mM cl/u
10 uM

10 uM

5U/uL

50 ng/ yL

Volumen Total

Volumen Final

16.15 pL
2.5 L
1.25 pL
0.4 pL
1.25 pL

1.25 uL

1.2 uL

2.0 uL
25.0 uL
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El termociclador usado para la amplificacién del producto fue T100 Thermal Cycler
(BIORAD); el programa de amplificacion utilizado consto de una incubacion a 94°C
por 5 min seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 seg;
alineamiento a 62°C por 30 seg; extension a 72°C por 1:10 min; y por Gltimo una
extension final a 72°C por 10 min. El producto de la PCR fue visualizado con un
perfil electroforético con 2 pL de buffer de corrida y 8 uL de la muestra, en un gel
de agarosa al 1% (p/v), con su respectivo control positivo y negativo, tamafo

visualizado fue de 1,160 pb.

Instalacion del experimento

Se confirmé la presencia de HLB en 48 de las 50 plantas muestreadas en
Tecoman, Colima. Posteriormente se eligieron 24 arboles infectados con HLB de
forma natural, con una edad aproximada de 3 afios y una altura promedio de 1.8
m. El marco de plantacion fue de ocho metros entre hileras y cuatro metros entre
arboles. Los arboles se circundaron con dos estructuras de malla antiafidos de
seis metros de ancho, 36 m de largo y tres m de alto (12 arboles por cada

estructura), tal como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Esquema de distribucion de arboles infectados por C. Las, Tecoman, Colima.

El manejo del cultivo se realiz6 de acuerdo a las practicas reportadas para la
region de Tecoman, Colima (Robles-Gonzalez, et al., 2013). A partir del mes de

octubre de 2013, las muestras se tomaron cada 2 meses.

Toma de muestra para cuantificacién de carga bacteriana

Se realizaron un total de 13 muestreos durante el periodo que durd el presente
trabajo, bajo la siguiente metodologia: de cada arbol, se seleccionaron 4 ramas al
azar; de cada rama se tomaron 6 hojas (3 jovenes y 3 maduras) como se muestra
en el cuadro 7; las cuales fueron identificadas para realizar los siguientes

muestreos en las mismas ramas.

Cuadro 7. Tamafio de muestra para la cuantificacion de la carga bacteriana en limon
mexicano, en Tecoman, Colima.

FECHA DE ARBOLES RAMAS MUESTRA JOVENES MADURAS

EVALUACION TOTAL

OCT-2013 24 4 96 48 48
DIC-2013 24 4 96 48 48
FEB-2014 24 4 96 48 48

52



MAY-2014 24 4 96 48 48

JUL-2014 24 4 96 48 48
SEP-2014 24 4 96 48 48
NOV-2014 24 4 96 48 48
ENE-2015 24 4 96 48 48
MAR-2015 24 4 96 48 48
MAY-2015 24 4 96 48 48
JUL-2015 24 4 96 48 48
SEP-2015 24 4 96 48 48
DIC-2015 24 4 96 48 48

Cuantificacion de bacterias vivas y muertas en hojas jovenes y maduras

Por cada arbol se tomaron muestras de cuatro ramas; por cada rama se
colectaron seis hojas, las cuales podian tener o no sintomas tipicos de HLB.
Durante 2015, se agruparon los datos de concentracion de C. Las, para realizar
andlisis y seguimiento estacional en los meses de marzo (primavera), mayo
(verano), septiembre (otofio), diciembre (invierno). Las hojas jovenes se
determinaron por su posicion apical en la rama seleccionada; en tanto que las
hojas maduras fueron colectadas en la zona basal de la misma rama. Se
procesaron por separado hojas jévenes y hojas fotosintéticas (maduras). Con la
finalidad de poder determinar la cantidad de bacterias vivas y muertas, las
muestras se trabajaron por duplicado, y a una de estas se les dio tratamiento
previo a las extraccion de ADN, con el reactivo EMA (Bromuro de Etidio

Monoazida) mientras que la otra fue procesada de manera normal.
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Se tomaron las nervaduras centrales de las hojas y se picaron finamente; se
pesaron 100 mg de tejido y se colocaron en un tubo de 1.5 mL, las muestras se
trabajaron por duplicado, una muestra se usé para la extraccion de ADN total
(bacteria vivas y muertas) y la otra para la extraccion de ADN de bacterias vivas,
tratadas con EMA. Los tubos se resguardaron a -80°C, hasta su extraccion. El
macerado de las muestras se realiz6 con la ayuda de un disruptor de tejidos
(TissueLyser LT, QIAGEN), para esto se les agregd un balin de porcelana a los

tubos que contenian el tejido vegetal.

Extracciéon de DNA de bacterias vivas

Para realizar la extraccion de DNA de C. Las vivas se us6 el método de EMA
modificado (Trivedi et al., 2009). Se le agregaron 300 pL de buffer PBS (KH2POa4
50 mM, NaCl 150 mM; pH 7.2) a los tubos de 1.5 mL que contenian el tejido
vegetal; las muestras se pusieron en agitaciéon por 5 min. EMA se preparé a una
concentracion final de 5 mg/mL; en oscuridad se agregd6 EMA a las muestras a
una concentracion final de 100 pg/mL; se dejaron incubar por 5 min con
agitaciones eventuales, posteriormente se desactivo EMA con la ayuda de un foco
de halogeno de 650 W, las muestras se colocaron en hielo y se dejaron expuestas
a la luz por 2 min; enseguida se centrifugaron a 10,000 rpm por 5 min, se desecho
el sobrenadante, posteriormente se macero¢ el tejido. La extraccion de DNA de

plantas se realiz0 mediante el procedimiento antes mencionado; la pureza se
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determind con el espectrofotometro Nano Drop 2000 (Thermo Scientific),

posteriormente se llevé a una concentracion de 50 ng/pL.

Obtencion del plasmido para la cuantificacion absoluta

Se amplifico un fragmento del gen 16S rDNA de C. Las, usando los primer’'s
OI1/012 (Jagoueix et al., 1996), que dan como resultado un producto de PCR de
1160 pb. En el vector pGEM®-T Easy (Promega) (Figura 9) se ligé el amplicén
obtenido, siguiendo las instrucciones del fabricante. Por choque térmico se
transformaron las células competentes de E. coli MACH1-T1, las colonias con el
inserto se obtuvieron por a-complementacion, en medio LB con ampicilina a una
concentracion final de 100 pg/mL. Posteriormente se crecieron las colonias en
medio LB liquido y se realizd la extraccion de DNA plasmidico con protocolo
Plasmid Minipreps. La concentracion se determino con el espectrofotdmetro Nano

Drop 2000 (Thermo Scientific).
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Figura 9. Mapa del vector PGEM, utilizado para la clonacién del fragmento 16S de C. Las

El nimero de copias del plasmido se determind con la siguiente férmula: Copias =
(concentracion ng x numero de Avogadro)/(longitud pb x 1x10° x 650). El peso por
cada pb es de 650 Da y el nimero de Avogadro es 6.022X10%3, Se realizaron
diluciones del DNA plasmidico para llevarlas a una concentraciéon de 1x108; 1x107;

1x108 y 1x10° copias por pL (Lee et al., 2006).

Extraccion del ADN plasmidico.

A partir de un cultivo de LB liquido de colonias transformadas: se pasé 1.5 ml de
cultivo, enseguida se centrifugd a 13,000 rpm durante 2 minutos para empastillar.
Se desecho el sobrenadante y enseguida se colocé el resto del cultivo (en el
mismo tubo). Se realiz6 otra centrifugacion a 13,000 rpm durante 2 minutos para

obtener una pastilla completa. Luego se deseché el sobrenadante.
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Enseguida se prosigui6 con el protocolo para la extraccion de plasmidos

(Sambrook, J. et al., 2001) utilizando las soluciones del cuadro 8:

1. Se resuspendio la pastilla bacteriana con 100 pL de la solucion I, se utlizo
un vortex.

2. Se adicionaron 200 pL de la solucion Il, y se incub6 en hielo durante 5
minutos.

3. Se adicionaron 150 pL de la solucion 1ll, y nuevamente se incubo en hielo
durante 5 minutos.

4. Se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Enseguida se
paso el sobrenadante a un tubo nuevo.

5. Se le agregaron 450 L de fenol-cloroformo y se mezclé por inversion.

6. Se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 minutos.

7. Se recuperoé el sobrenadante en un tubo nuevo y se agregaron 350 pL de
isopropanol, se mezclé por inversion.

8. Se incubaron por 1 hora a -20°C.

9. Se centrifugaron a 13,000 rpm durante 15 minutos. Enseguida se desechd
el sobrenadante.

10. Se lavé la pastilla con etanol al 70% (200 pL). Este paso se repitié 3 veces.

11. Se secd la pastilla y se agregaron 30 pL de H20 grado biologia molecular.

12. Enseguida se le agregaron 0.5 pL de ARNasa y se incubé a 37°C durante
30 minutos.

13.El DNA plasmidico se almacen6 a -20°C.
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Cuadro 8. Soluciones utilizadas para la extraccion de ADN plasmidico

Nombre Composicion
Solucion | 25 mM Tris HCI (pH 8.0)
10 mM (pH 8.0)
Solucion li 0.2 N NaOH
1% SDS

Preparar al momento de usarse
Solucién lli 5M acetato de potasio

11.5 mL de acetato de potasio

28.5 mL de agua desionizada

Confirmacion del inserto por PCR

Una vez que se realiz6 la extraccion del ADN plasmidico, se procedi6 a la
confirmacion del inserto por PCR. Para lo cual se utilizé la misma mezcla, que en
la deteccion de C. Las por punto final, con la mezcla de reaccidén y programa de

amplificacion antes mencionados.
Cuantificaciéon de C. Las por gPCR

Cuadro 9. Primers y sondas utilizados para la reaccion de PCR en tiempo real de C. Las

Primer Secuencia 5°-3°

HLB as TCG AGC GCG TAT GCA ATA CG

HLB r GCG TTATCC CGT AGA AAA AGG TAG

COX GTA TGC CAC GTC GCATTC CAG A

COXr GCC AAA ACT GCT AAG GGCATTC

Sondas Secuencia 5°-3°

HLBp 56-FAM/AGA CGG GTG AGT AAC GCC/3BHQ-1
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COXp 5-TET/ATC CAG ATG CTT ACG CTG G/3BHQ-2

Para la deteccion de C. Las, se usaron los primers y sondas (cuadro 9) reportados

por Li et al., (2006).

Cuadro 10. Mezcla de reaccion utilizada para la deteccion de C. Las por PCR en tiempo
real.

Reactivo [Inicial] Volumen
H20 Miliq 4.7 pL
Buffer 10x 2.5 uL
MgCl; 50 mM 3.0 uL
dNTPs 10 mM 0.6 UL
HLBas 2 uM 1.5 pL
HLBr 2 uM 1.5uL
HLBp 1 uM 3.0 uL
COX 2 uM 1.5puL
COXr 2 uM 1.5 uL
COXp 1 pM 3.0 hL
Taq platinum 5 U/uL 0.2 pL
DNA 50 ng/pL 2.0 pL
Volumen total 25.0 uL

En el cuadro 10, se muestra la mezcla de reaccion de la PCR en tiempo real. Para
las reacciones de la curva estandar se agregé Unicamente 1 pL de DNA
plasmidico (1x108; 1x107; 1x10® y 1x10%), cada una con tres réplicas. Todas las
reacciones de gPCR se realizaron en el termociclador CFX96 (BIO-RAD), con el

siguiente programa: 20 segundos de incubacién a 95° C, seguido de 40 ciclos de 1
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segundo de desnaturalizacion a 95° C y 40 segundos de alineacion y extension a

58° C, las sefiales de fluorescencia se recolectan a 58° C durante cada ciclo.

Todas las muestras colectadas se cuantificaron por PCR en tiempo real, cada
muestra fue analizada por triplicado, para lo cual se usaron DNA total (bacterias
vivas y muertas) y el DNA obtenido después del tratamiento con EMA (bacterias

vivas).

Trampeo de adultos de Psilido Asiatico de los Citricos

Se instalaron dos trampas amarillas pegajosas al centro de cada tunel donde se
muestrearon los arboles de limon mexicano y se realizaron conteos del PAC en
cada fecha de evaluacion. Las trampas tuvieron unas dimensiones de 24 x 18 cm
de color amarillo neén. El periodo de reposicion fue semanal. Las trampas se
enviaron al laboratorio de Entomologia y Acarologia del Centro Nacional de
Referencia Fitosanitaria para la identificacion taxondémica y conteo del Psilido

Asiatico de los Citricos.

Datos de tiempo atmosférico

Los datos meteorolégicos fueron obtenidos de la Red Nacional de Estaciones
Agrometeorologicas Automatizadas del Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), de la estacion del municipio Tecoman,
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Colima ubicada en las coordenadas geograficas 18.96683 de latitud y -103.84227
de longitud. Se tomaron datos de temperatura media, temperatura minima,
temperatura maxima, humedad relativa media y precipitacion pluvial en el periodo

del ensayo.
Analisis estadistico de la informacion

Las bases de datos de los resultados de los diagndsticos de C. Las, de las 13
fechas de muestreo, con base en los 24 arboles de limon mexicano se integraron
en Excel de Microsoft y posteriormente se pasaron a SAS (Statistical Analysis
System) (SAS, 2009), para realizar el analisis de variacion y detectar las posibles
diferencias significativas entre los factores de agregacion (fechas de evaluacion,
hojas maduras y jévenes), mediante el uso de la relacion de varianzas ‘F’ de
Fisher (PROC GLM de SAS). Una vez identificada la posible relacion significativa
de los factores mencionados, se aplicO una comparacién mdultiple de promedios
mediante la prueba de Tukey (alfa= 0.05). La identificacién de la relacién posible
entre las variables atmosféricas, el conteo de la cantidad de psilidos en trampas
amarillas y la concentracion de la bacteria, se realizO mediante correlacion
estadistica (PROC CORR) de SAS y la estimacion del coeficiente “r’ de Pearson,

con una probabilidad de P<0.05.
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RESULTADOS

Diagnostico de muestras colectadas para selecciéon de plantas

Se confirmd la presencia de C. Las, en los arboles de limén mexicano, M1
corresponde al arbol 1, M2 al arbol 2 y M3 al arbol 3, mediante PCR (Figura 10).

Esto se realiz6 para los 50 arboles muestreados.

1160 pb

Figura 10. Productos del PCR, utilizados para el diagnostico de C. Las. En el primer carril
de izquierda a derecha se muestra el marcador molecular; en el segundo, el negativo, del
tercero al quinto las muestras y en el sexto el control positivo.

Cuantificacion de C. Las.

A partir de los valores de umbral de deteccion “Ct” (Cycle Threshold) obtenidos de
las concentraciones logaritmicas, se construyé una grafica de regresion lineal, la
cual se muestra en la figura 11, cuya ecuacion resultante fue: Y=-3.4282x+46.596,
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Ct—4—6.596)

con una R?=0.9997, mediante la cual se obtuvo la siguiente ecuacién = 10( ~3.4282
con la que se pudo estimar la concentracién de C. Las, por interpolacion a partir

de los valores de Ct (Lee et al., 2006).

Curva estandar de Log [C. Las]

35

30

25

y = -3.4282x + 46.596

R?=0.9997

G

Ct

20 —— Lineal (Ct)

15

10

3 4 5 6 7 8 9
Log [C. Las]

Figura 11. Curva estandar de calibracion utilizada para estimar la concentracion de C.
Las, en los arboles de limén mexicano infectados con HLB.

Dindmica de C. Las en arboles de limén mexicano

En la dinamica de C. Las, durante el periodo del ensayo, se observé un primer
pico de altas concentraciones de C. Las, en el mes de diciembre de 2013 (Figura
12); en esta evaluacion también se puede observar que aumento la concentracion
de las bacterias vivas; otro pico se observo en el mes de mayo de 2014; sin

embargo, en esta evaluacion la concentracion de las bacterias muertas es mayor;
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otro repunte se observé en noviembre de 2014, evaluacion en la cual las bacterias

vivas aumentan.
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Figura 12. Dinamica de la concentracion de bacterias vivas y muertas de C. Las, en el
periodo de estudio. Tecoman, Colima. Octubre de 2013 a diciembre de 2015. Barras de
error en cada columna, representan una desviacion estandar (n=13).

En 2015 la concentracién de la bacteria se redujo, pero se observaron 2 picos de
alta concentracion, el primero en el mes de julio, en el cual se observé un aumento
en la concentracion de bacterias muertas; y el segundo en diciembre, en esta
evaluacién se sigue la misma tendencia, la concentracion de bacterias vivas
aumentd. Los picos de altas concentraciones de la bacteria coinciden con los
meses en los cuales la temperatura promedio de la region disminuy6 y con los

meses donde las plantas tuvieron brotaciones nuevas (Gobierno del Estado de
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Colima, 2005; Robles-Gonzalez et al., 2013). En el caso de la concentracion de
bacterias vivas, se observdé un comportamiento diferente, el primer pico en la
concentracion se presenté en el mes de diciembre de 2013, el segundo pico se
presentd en el mes de julio de 2014, de ahi en adelante y hasta la evaluacion de
enero de 2015 las bacterias vivas presentaron una fase estacional de altas
concentraciones, el siguiente repunte se presentd en julio de 2015 y el dltimo pico
se presentd en diciembre de 2015. Durante todo el periodo de evaluacion las
plantas presentaron los sintomas tipicos del HLB, la concentracién de C. Las fue
variando durante cada una de las evaluaciones realizadas. Las concentraciones
de C. Las vivas estuvieron dentro del siguiente rango: 9.93x10° a 5.93x10° C Las/g
de tejido y el rango de la cuantificacién total de las bacterias fue de 5.38x10° a

1.98x107 C Las/g de tejido.

La comparacién de las concentraciones promedio entre los tiempos de evaluacién
muestra que los mayores valores de concentracidn se presentaron en diciembre
de 2013 y septiembre y noviembre de 2014 (Cuadro 10). En tanto que los valores
menores corresponden a las fechas: octubre 2013, febrero 2014, mayo 2015 y
septiembre 2015. Estos resultados muestran tendencias significativas inversas
entre las concentraciones promedio de bacterias vivas y muertas, evidenciado por
el orden inverso del agrupamiento de las concentraciones promedio de C. Las, lo
que podria ser indicativo de “Quorum sensing”, mecanismo que regula la densidad

poblacional.

En el Cuadro 11 se muestra la comparacién de concentracion promedio de células

vivas y muertas de C. Las por fecha de evaluacion en limén mexicano, durante el
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periodo de estudio en Tecoman, Colima de octubre de 2013 a diciembre de 2015.

DMS= Diferencia Minima Significativa de la Prueba de Tukey (p<0.05).

Cuadro 11. Comparacion de concentraciéon promedio de células vivas y muertas de C.
Las por fecha de evaluacién en limén mexicano, en el periodo de estudio. Promedios con
la misma literal en cada columna, no son estadisticamente diferentes (Tukey p<0.05).

LOG LOG
FECHA DE MUESTRA (CIIDéF\I)l?I:';AsE\I/Di{/(;s TUKEY P?&'}AulfaDslo TUKEY
EVALUACION  TOTAL de C. Las/g (P<0.05) muertas de C. (P<0.05)
tejido) Las/g tejido)
NOV-2014 96 6.570 A 0.519 F
SEP-2014 96 6.392 A 0.305 F
DIC-2013 96 6.270 AB 0.472 F
ENE-2015 96 5.965 BC 0.593 EF
JUL-2014 96 5.840 CD 0.632 EF
DIC-2015 96 5.680 CD 0.596 EF
JUL-2015 96 5.551 D 1.197 D
MAR-2015 576 5.006 E 0.939 DE
MAY-2014 96 4.720 EF 2.375 AB
OCT-2013 96 4.434 FG 2.223 B
SEP-2015 576 4.377 G 1.653 C
MAY-2015 450 4.284 G 2.091 B
FEB-2014 96 4234 G 2.657 A
DMS= 0.343 DMS=0.351

Diferencias en las concentraciones de C. Las entre hojas jOvenes y maduras.

En la Figura 13, se presentan los resultados de la cuantificacion de bacterias vivas

y muertas tanto en hojas jovenes como en hojas maduras; de manera general se
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puede observar que hubo una mayor concentracion total de bacterias en las hojas

maduras.
Concentraciénde C. Las en hojas jovenes Concentracionde C. Las en hojas maduras
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Figura 13. Cuantificacion de bacterias vivas y muertas entre hojas jovenes y maduras en
limén mexicano, durante el periodo de octubre de 2013 a diciembre de 2015. Tecoman,
Colima. Barras de error en cada columna representan una desviacion estandar (n=13).

La variacion de la concentraciéon de C. Las dentro de la misma planta fue de
8.79x107 a 1.76x10* C Las/g de tejido, esta tendencia fue similar para todos los
arboles muestreados. En cuanto a la dindmica de la concentracion de C. Las, en
hojas jovenes y maduras, de manera general se observd que la concentracién de
bacterias es mayor en las hojas maduras, ademas de que, en estas ultimas,

también hubo una mayor cantidad de bacterias vivas (F=12.45, p<0.0001).

En el Cuadro 12 se muestra la comparacion de concentracion promedio de células

vivas y muertas de C. Las entre hojas maduras y jovenes de limon mexicano
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colectadas en periodo de estudio. Tecoman, Colima. Octubre de 2013 a diciembre

de 2015. DMS= Diferencia Minima Significativa de la Prueba de Tukey (p<0.05).

Cuadro 12. Comparacién de concentracién promedio de C. Las entre hojas maduras y
jévenes. Periodo de octubre de 2013 a diciembre de 2015. Tecoman, Colima.

TUKEY
TIPO DE HOJA MUESTRA TOTAL LOG PROMEDIO
(P<0.05)
MADURA 1329 5.109 A
JOVEN 1137 4.804 B
DMS= 0.085

Dindmica de la poblacion de C. Las en 2015

Se observo la dindmica en las concentraciones de C. Las, tanto vivas y muertas
en hojas jovenes y maduras, en cuatro evaluaciones distintas durante 2015
(primavera, verano, otofio e invierno) (Figura 14). En primavera se observé una
mayor concentracion de bacterias totales, también se observo que las bacterias
muertas estan presentes en bajas concentraciones, al igual que lo observado
anteriormente la concentracion total de C. Las es mayor en las hojas maduras. En
verano se observo un aumento en la concentracion de las bacterias muertas; en
esta época del afio se presentd una variacion significativa en las concentraciones
bacterianas. Durante el otofio la evaluacién realizada mostro la misma tendencia
gue en verano, ya que la concentracion de bacterias muertas mostré6 un aumento
en comparacion con el comportamiento presentado en la primavera; sin embargo,
en esta evaluacion también se observdO que en hojas jovenes existen bajas

concentraciones de bacterias muertas, pero el total sigue siendo mayor en hojas
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maduras. En invierno las bacterias muertas sufren una disminucién, mientras que
en hojas jovenes la concentracion total de bacterias es notablemente menor que

en las hojas maduras.
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Concentracion de C. Las en hojas maduras
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=4).

70



Durante el verano y el otofilo es cuando se reportan las brotaciones mas

importantes para los citricos en el municipio de Tecoman.

La tendencia encontrada es que la mayor concentracion de C. Las se encuentra
en hojas maduras. Las épocas del afio en las que hubo mayor concentracion de C.
Las vivas en hojas jovenes fueron primavera y verano. Los resultados del analisis
estadistico indican que la mayor cantidad de bacterias muertas se presentaron en
primavera y verano, mientras que en otofio e invierno existié una recuperacion de

las vivas.

Cuadro 13. Concentracion promedio de C. Las entre hojas maduras y jovenes, por época
del afio. Enero a diciembre de 2015. Tecoman, Colima. Promedios con literales similares
entre columnas, no son estadisticamente diferentes (Tukey p<0.05). DMS= Diferencia
Minima Significativa de Prueba de Tukey.

MES TOTAL VIVAS MUERTAS TOTAL VIVAS MUERTAS
JOVENES JOVENES JOVENES VIEJAS
VIEJAS VIEJAS
VERANO 5.8676 A 3.9311 B 1.9267 A 6.7149 A 4.7150 B 1.9999 A

PRIMAVERA 5.8507 A 4.9189 A 0.9318 BC 6.0414 B 5.0503 B 0.9911 B

OTONO 5.6848 A 5.0035 A 0.6813 C 6.8318 A 6.2547 A 0.5771B

INVIERNO 5.5889 A 4.2477 B 1.3412 B 6.4861 A 45187 B 1.9788 A

MEDIA 5.7480 4.5253 1.2202 6.5185 5.1346 1.3867
GRAL (0.697) (0.6601) (0.680) (0.5312) (0.7157) (0.5604)
DMS 0.527 0.4987 0.5139 0.4013 0.5406 0.4233
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En el cuadro 13 se muestra la concentraciéon promedio de C. Las (desviacion
estandar n=4) entre hojas maduras y jévenes, por época del afio. Enero a
diciembre de 2015. Tecoman, Colima. DMS=Diferencia Minima Significativa de la

prueba de Tukey (P<0.05).

Condiciones climaticas durante el estudio

En la Figura 15, se muestran las condiciones meteoroldgicas promedio

presentadas durante el tiempo en el cual se realiz6 el presente estudio.
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Figura 15. Condiciones meteorolégicas principales durante el periodo de estudio.
Tecoman, Colima. Octubre de 2013 a diciembre de 2015.

El municipio de Tecoman, cuenta con un clima tropical seco, la temperatura
promedio anual fue de 26° C, la minima de 20.78° C, mientras que el promedio de
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la maxima fue de 32.65° C. La temperatura de este municipio es considerado
isotérmica puesto que las temperaturas no varian mucho durante las cuatro
estaciones del afio (Pérez, et al. 2002). Se sabe que, en las regiones tropicales, la
presencia de temperaturas minimas durante las noches, inducen brotaciones en
citricos (Davenport, 2000). Robles-Gonzalez y Medina Urrutia (1981) reportaron
que en Colima, se tienen dos periodos de floracién; el primero de noviembre a
marzo, es cuando se registra la floracion més importante, y el segundo en los
meses de junio a septiembre, cuando inician las lluvias. En el presente trabajo las
brotaciones se presentaron cuando aumento la temperatura junto con la presencia
de las lluvias y brotaciones de baja intensidad se registraron entre los meses de

agosto y diciembre.

Asociacion entre poblacién de C. Las y variables externas

En el cuadro 14 se muestra la asociacion de variables de dinAmica de C. Las, en
material vegetal de limén mexicano, con las variables atmosféricas presentes en
Tecoman, Colima. (P<0.05). Tmed=Temperatura media; HR=Humedad Relativa;
Tmin=Temperatura minima; PP=Precipitacion pluvial, CONTEO= Cantidad
semanal de psilidos atrapados en trampas amarillas pegajosas. En primera
instancia se identifica una relacion inversa y altamente significativa (r de Pearson=
-0.934, p<0.0001) (Cuadro 14) entre las concentraciones de Bacteria viva y

Bacteria muerta, en el periodo de analisis de material vegetal de limén mexicano.
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Cuadro 14. Asociacion de variables de dindmica de poblacion de C. Las en material
vegetal de limén mexicano, con variables atmosféricas en Tecoman, Colima.

Vivas Muertas Tmed HR Tmin PP Conteo
Vivas 1.000 -0.909 0.0065 0.0945 0.138 -0.153 -0.137
<0.0001** (0.686)ns
(0.938)ns  (0.758)ns  (0.651)ns (0.616)ns
Muertas 1.000 0.061 0.0118 -0.028 0.085 0.231
(0.841)ns  (0.969)ns (0.781)ns  (0.494)ns
(0.925)ns
Tmed 1.000 0.439 0.922 0.500 -0.094
(0.132)ns (0.782)ns

<0.0001)*  (0.081)ns

HR 1.000 0.594 0.5192 0.166
(0.032)** (0.073)ns  (0.625)ns

Tmin 1.000 0.524 -0.076
(0.822)ns
(0.065)ns
PP 1.000 0.500
(0.117)ns
Conteo 1.000

ns= relacién no significativa (p<0.05). ** Relacién altamente significativa (p<0.0001)

En la medida en que aumenté la concentracion de bacteria viva, disminuyé la de
bacteria muerta en material vegetal de limén mexicano, fendmeno posiblemente
relacionado con el concepto de “Quorum sensing”, el cual se refiere a la
comunicacién entre poblaciones de bacterias mediante la generacion de
moléculas difusibles, para regular el crecimiento de su poblacion, una vez que se
alcanza una concentracion critica (Antunes et al., 2010; Parker et al., 2014). Hasta
donde se tiene conocimiento este documento representa el primer reporte en
Tecoman, Colima, México, sobre la variacion estacional de la concentracion de la

bacteria C. Las, en limén mexicano y el fendmeno de “Quorum sensing” de la
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bacteria C. Las en la region; lo cual aporta fundamentos para posibles
modificaciones a las practicas o a los esquemas de muestreo y seguimiento en la

deteccion de C. Las.

No se detectaron diferencias significativas entre las concentraciones de bacterias
vivas y muertas con las variables de tiempo atmosférico analizadas. Los meses en
los cuales se presentaron bajas temperaturas nocturnas, son los mismos en los
gue se pudo observar una mayor concentracion de bacterias vivas, mientras que
en los meses mas calidos, es cuando se notd un incremento en el numero de

bacterias muertas.

De acuerdo con el seguimiento del conteo semanal de adultos del PAC en
trampas amarillas pegajosas (Figura 16), se observdé que las cantidades de
adultos aumentaron durante los meses previos a la brotacion de otofio e invierno,

y disminuyeron entre la primavera y el verano.
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Figura 16 Conteo promedio semanal de adultos de PAC durante el periodo de estudio, en
limon mexicano. Tecoméan, Colima. De enero a diciembre de 2015. Barras de error en
cada promedio representan una desviacion estandar (n=13).

DISCUSION

Dindmica de C. Las en arboles de limén mexicano

Los primeros reportes de la presencia del HLB en el Continente Americano
ocurrieron en Brasil (Basanezzi et al., 2006) y posteriormente en Florida, Estados
Unidos de América (Grafton Cardwell et al., 2013) y curiosamente los ataques de
este patégeno fueron sobre citricos dulces (variedades de naranja). En el caso del
ataque de la enfermedad en areas citricolas de Meéxico, se desarrollo
principalmente en limon mexicano, clasificado como citrico agrio (Robles-Gonzalez
et al., 2013), sin que hasta la fecha se hayan generado hipotesis explicativas del
comportamiento sefalado. Algunos trabajos posteriores al ataque inicial de la

bacteria (2009) y presencia de PAC (Coronado y Ruiz, 2004) en las regiones
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citricolas, mencionan que uno de los factores predominantes que podrian explicar
el comportamiento sefialado es la superficie establecida de esta variedad de limén
(Torres-Pacheco et al.,, 2013). Se tienen documentos publicados que muestran
hipotesis draméticas acerca de que el jugo de naranja esta a punto de
desaparecer debido a la peligrosidad del insecto vector y de la bacteria asociada
(Raithore et al., 2015), haciendo referencia a que los arboles de citricos estan en
peligro de extincion por el efecto de la enfermedad; incluso se llegé a establecer
un periodo de vida maximo a partir de la infeccion inicial. Pero, recientemente se
han publicado trabajos hechos en las regiones citricolas de China atacadas por el
HLB desde hace casi 100 afios, los cuales muestran evidencias de que las huertas
de citricos, atacados por el HLB, alun se mantienen en produccion (Deng et al.,

2012).

En México son escasos los reportes publicados sobre las concentraciones de C.
Las en limén mexicano y, en general para citricos, lo que justifica la investigacion
sobre estos aportes de conocimientos epidemioldgicos. Se observo un rango de
variacion de la concentracion de C. Las en material vegetal de limén mexicano,
similar al reporte de Hu et al. (2014), en citricos dulces en condiciones de
invernadero. También se observo una variacion ciclica de la concentracion de la
bacteria C. Las, lo cual coincide, en parte, con lo reportado para el estado Florida,
E.U. (Hu et al., 2014) y Brasil (Sauer et al., 2015). Esta variacién ciclica
identificada apoya la hipo6tesis de que la distribucidon de la bacteria varia a lo largo
del afio y en funcion del tipo de hospedante (Hu et al., 2014). Este fendmeno

tendria que considerarse en las estrategias de manejo y control del PAC, debido a
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gue los resultados de los muestreos y su diagndstico, tanto de material vegetal
como de psilidos asociados, dependerdn de la fase creciente o decreciente de
dicha variacion. Aunque en el presente estudio no se evalud la concentracion de
C. Las en PAC, se considera que la cantidad de bacteria viva en el insecto estaria
asociada con las fases de variacion detectadas de acuerdo con lo reportado por

Yan et al. (2014).

Se observo el fenomeno de una variacion de la concentracion de C. Las en el
periodo de un afilo completo (2014); algo similar se reportdé para el caso de la
variacion estacional de la concentracion de C. Las en citricos dulces de Florida,
E.U., entre el inicio del 2011 y hacia el final del mismo afio (Hu et al., 2014). Esta
variacion anual de la concentracion de C. Las al parecer esta mas relacionada con
el fendbmeno de “Quorum sensing” (QS), que con las variables meteoroldgicas y
las poblaciones de PAC en las huertas infectadas. Parker et al. (2014) reportaron
en pruebas de laboratorio que la bacteria C. Las, desarrollada en medios de
cultivo con jugos de citricos adicionados, encontraron que la viabilidad de la
bacteria mostr6 tendencias de crecimiento ciclico, con fases decrecientes y
crecientes durante el periodo del experimento. El desarrollo ciclico u oscilatorio es
una caracteristica de las poblaciones bacteriales atribuible a fluctuaciones internas
0 externas al sistema, relacionadas principalmente con presencia de recursos
alimenticios (Parker et al., 2014). De acuerdo con algunos reportes, el fenébmeno
de QS tiene relacion con el estado fisiolégico y nutrimental del hospedante. Este
resultado tiene importancia porque permite conocer la distribucién de bacterias

viables y no viables en arboles infectados, y de esta manera es factible deducir la
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época de mayor probabilidad de dispersion de la bacteria, por parte del PAC. A su
vez, esta probabilidad de dispersion tiene relacion con la distribucion de
asimilados en los arboles durante el afio, porque los asimilados representan la

disponibilidad de fuentes de carbono para el crecimiento y desarrollo de C. Las.

Diferencias en las concentraciones de C. Las entre hojas jovenes y maduras

La mayor concentracion de C. Las, en hojas fotosintéticas, respecto a la
encontrada en hojas joévenes, es una tendencia contraria a lo reportado por
diversos investigadores (Folimonova et al., 2009; Folimonova & Achor., 2010);
aunque una posible explicacién a este hallazgo se refiere a la presencia de mayor
fuente de energia en las hojas maduras o activas fotosintéticamente (Razi et al.,
2015). De manera complementaria también se tienen reportes que apoyan la
version de que la morfologia de las hojas jévenes representan la opcién de

alimento y de oviposicion para Diaphorina citri.

Condiciones de tiempo atmosférico durante el estudio

La relacién estadistica entre las variables atmosféricas y la concentracién de C.
Las, no se presentd de manera significativa en este trabajo, pero los valores de
correlacion entre la concentracion de bacterias vivas y la precipitacion pluvial se
manifestd inversamente proporcional (r de Pearson -0.153, P=0.616), lo que
significa que la bacteria viva se reduce a medida que aumenta la precipitacion en

la region y a la inversa. Otro fendmeno similar ocurrié con el conteo de PAC y la
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Precipitacion pluvial (r de Pearson -0.137, P=0.686), aunque no fue
estadisticamente significativo, la cantidad de PAC en las trampas amarillas
disminuy6é conforme aumenta la precipitacion pluvial en la region. Esta falta de
correlacion, entre variables atmosféricas con la concentracion de C. Las y las
poblaciones de PAC, se han reportado de manera previa en diferentes zonas

citricolas del mundo (Gottwald, 2008; Beloti et al., 2013).

Posible efecto de “Quorum sensing” en C. Las

Durante el desarrollo del presente trabajo se detectaron cuatro fechas en las
cuales se pudo haber presentado el efecto de “quorum sensing”, debido a que la
cantidad de bacteria muerta fue superior en comparacion con las vivas. En octubre
de 2013 el promedio de bacterias vivas fue de 4.3 C. Las/gramos de tejido
mientras que la concentracién de las muertas fue de 6.7 C. Las/gramos de tejido;
en febrero de 2014 se presentdé un comportamiento similar pues las bacterias
vivas tuvieron una concentracion de 4.0 C. Las/gramos de tejido y las muertas 6.8
C. Las/gramo de tejido; posteriormente en mayo de 2015, la concentracion de
bacterias vivas fue de 4.2 C. Las/gramos de tejido y las muertas 6.4 C.
Las/gramos de tejido; en la penultima evaluacién realizada en septiembre de 2015
se presentd nuevamente este tipo de comportamiento, las bacterias vivas
presentaron una concentracion de 4.2 C. Las/gramos de tejido y las muertas 6.3
C. Las/gramos de tejido (Fig. 1). Este comportamiento podria estar ligado a la
formacion de biopeliculas por parte de C. Las, lo cual explicaria este tipo de

comportamiento, puesto que estariamos cuantificando a las bacterias muertas que
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recubren a las vivas cuando se presenta el “quorum sensing”, lo cual tiene sentido
puesto que, es en etapas calurosas cuando se identificoO este comportamiento y se
estaria presentando como respuesta ante condiciones desfavorables para C. Las
(Antunes et al., 2010; Parker et al., 2014). Existen reportes en los cuales se han
identificado los genes responsables de la comunicacion entre bacteria en el

genoma de C. Las (Yan et al., 2013; Li et al., 2012).
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CONCLUSIONES

La variacion de la concentracion de la bacteria no esta asociada con el efecto de
las variables de tiempo atmosférico estudiadas, al menos, para la region de

Tecoman, Colima, y en el periodo de tiempo marcado.

La deteccién de la variacion ciclica de la concentracion de C. Las en material
vegetal de limén mexicano, es otro fundamento epidemioldgico para el manejo de
la enfermedad, de manera préactica en programas de muestreo y de control de la

enfermedad.

Estos resultados representan el primer aporte en conocimiento para limoén
mexicano en Tecoman, Colima, México, de la posible presencia del fenébmeno de
‘Quorum sensing’ presentandose en la dindmica poblacional de C. Las en el
cultivo de limén mexicano, lo cual apunta a que la variacién de la bacteria pudiera
estar asociada con el estado nutrimental de los arboles de limén mexicano de la

region de Tecoman, Colima, México.

A partir de estos resultados es factible mencionar que la convivencia del PAC, la
bacteria y los arboles de citricos representan evidencia de las estrategias
desarrolladas para evolucionar de manera conjunta. Las practicas culturales
aplicadas por los productores citricolas, principalmente el manejo de la nutricién
de las plantaciones, ayudan a mantener la viabilidad del cultivo aun con las
infecciones debidas a la enfermedad. La presencia de estas enfermedades obliga

a que, los gobiernos de diferentes niveles y los productores, se unan para
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promover investigaciones especificas, que coadyuven en el combate de la

enfermedad.

PERSPECTIVAS

Aunque en el presente estudio no se evalué la concentracion de C. Las en PAC,
se considera que la cantidad de bacteria viva en el insecto estaria asociada con
las fases de variacion detectadas. Lo anterior, deberia ser objeto de evaluacion en
ensayos futuros, por la importancia epidemiolégica que representa en las acciones

de caracterizacion de dispersion de la enfermedad del HLB.

Durante el proceso de toma de muestras se colectaron hojas asintométicas a la
enfermedad; sin embargo, estas hojas contenian altas concentraciones de C. Las,
por lo cual se puede decir que no existe una relacién alguna entre la concentracion
de bacterias y la severidad de los sintomas; lo anterior coincide con lo reportado
por Gottwald (2008), quien mencion6 que no se tiene evidencia de relacion directa

entre la sintomatologia del HLB y la concentracion de C. Las.

Como resultado del presente trabajo se busca focalizar acciones de muestreo y
control de PAC en periodos de alta concentracion de bacteria. Modificar las
cantidades de muestras a lo largo del afio, aumentando el tamafio de muestra en
temporada baja de C. Las y disminuyendo el tamafio de muestra cuando aumenta

la concentracion de C. Las.

La variacion identificada en la concentracion de C. Las en las temporadas, indica

una mayor cantidad de estrés en los arboles debido a la presencia de bacteria
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viva, esto podria servir para apoyar programas regionales de manejo nutricional en
limén mexicano. Se recomienda repetir este tipo de trabajos en otras regiones
citricolas para validar la variacion ciclica de C. Las en otras variedades de citricos

y reforzar las recomendaciones de manejo nutricional, de muestreo y control.

Este trabajo sienta las bases para conocer y caracterizar la dindmica poblacional
de la bacteria en material vegetal y psilidos, de manera regional, que permitan

fortalecer esquemas de manejo y seguimiento epidemiolégico.

Es factible comentar que una de las lineas de investigacion en la busqueda de
alternativas de solucién para este problema, esta en el uso de herramientas de
edicion de genomas, utilizando CRISPR-CAS, para modificar los genes que
intervienen en el proceso de infeccién de esta bacteria, sea en los mecanismos de

infeccion en insectos, como en las plantas de citricos.
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ANEXOS

PROGRAMA DE SAS PARA ANALISIS ESTADISTICO GLOBAL DE DINAMICA
POBLACIONAL DE CLAS EN MUESTRAS VEGETALES DE LIMON
MEXICANO, DE TECOMAN, COLIMA. 2013 A 2015.

DATA CONCENTRA FINAL;

INPUT DATE$ TRATS$ TREE RAMA HOJA$ CT N CT E TOTAL VIVAS MUERTAS T MED
HR MED T MIN PP;

DATALINES;

(BASE DE DATOS CON 2562 ELEMENTOS)

/*PROC PRINT;

RUN;

QUIT; */

PROC SORT; BY DATE HOJA;
RUN;

QUIT;

*PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE VARIACION PARA PROBAR LA SIGNIFICACNIA DE
EFECTOS DE FACTORES (FECHA Y TIPO DE HOJA) SOBRE LA CONCENTRACION DE
BACTERIA VIVAS Y MUERTAS

PROC MEANS; BY DATE HOJA;
VAR VIVAS MUERTAS;

RUN;

QUIT;

/*PROC FREQ; BY DATE;
TABLE DATE*HOJA;

RUN;

QUIT;

PROC GLM; BY DATE;

CLASS HOJA;

MODEL VIVAS MUERTAS=HOJA;
MEANS HOJA/TUKEY LINES;
RUN;

QUIT;

*PROCEDIMIENTO DE CORRELACION DE PEARSON PARA PROBAR POSIBLE ASOCIACION
ENTRE CONCENTRACION DE BACTERIAS CLAS VIVAS Y MUERTAS CON VARIABLES DE
TIEMPO ATMOSFERICO Y CONTEO DE PSILIDOS ADULTOS.

PROC CORR; BY DATE;

VAR VIVAS MUERTAS T MED T MIN HR MED PP CONTEO;
RUN;

QUIT;
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INTRODUCTIO
N

Citrus huanglongbing (HLB) is onec of the most
devastating discases of citrus  worldwide. This discase is
associated with four phloem-restricted "-proteobacteria,
"Candidatus Libenbacter” spp.,' which prevent the
translocation of photoassimilates from source to sink plant
tissucs. The four reported bacterial species associated with
HLB are "Candidatus Liberibacter asiaticus” (C.Las). which is
the most widely distributed, infecting citrus crops in Asia,
Africaand the Amenca, "Candidatus Liberibacter africanus”™
(C.Laf) found only in Africa, "Candidatus Liberibacter
americanus” (C.Lam) present only in Brazil' and "Candidatus
Liberibacter caribbeanus” {C.Lca) recently reported in
Colombia™'. The bacteria are transmitted by at least two
insect vectors. The Asian citrus psyllid (ACP), Diaphorina citri,
transmits three of the four species: C.Las, C.Lam and C.Lca™,
while Trioza erytreae only transmits C.Laf".

Citrus fruits are a high value crop in Mexico. The Pacific
region of Mexico 1s renowned for its production of Mexican
limes, with the state of Colima as one of the principal
producers of this particular citrus fruit. According to data from
the Food and Agriculture Organization, Mexico produces over
two million tons of limes and lemons, making it the third
largest producer globally, preceded only by India and China®.
The total contribution of the citrus industry to the Mexican
cconomy is valued at 56" mullion dollars’. The first reported
cases of HLB in Mexico were detected in Mexican lime trees
from the Tizimfn municipality in Yucatan'. The HLB has the
potential to greatly disrupt the total production of not just
Mexican lemons and limes but all Mexican citrus fruits.
unfortunately, as of yet, there is no cure for HLB. So far in
Mexico, HLB management strategies are based on vector
control with chemical insecticides. Monitoring the ACP
population using yellow sticky traps is an important
phytosanitary measure used to decide which strategies for
insecticide application to pursue®. Thus far, this has been the
most effective way to mitigate the rapid spread of HLB in
orchards when used in conjunction with disposal of infected
trees and the use of healthy bud wood.

Attempts to correlate scasonal fluctuations in C.Las
population with ACP populations and their effects on the
spread and severity of HLB have yiclded mixed results.
Measurement of bacterial viability by propidium monocazide
gqPCR (PMA-gPCR) in graft-infected, greenhouse grown sweet
orange and Scverimia buxifolia, a non-host plant, across
20 months (August. 2010-April, 2012) demonstrated that the
populations of live C.Las were lower during the winter
months™*. In Brazil, the population dynamics of C.Lasin
naturally infected sweet orange trees were monitored for

]

2 years (April, 2010-April, 2012) using qPCR, revealing that
bacterial concentrations tended to be highest in autumn and
lowest in spring and summer’. A similar study carried out in
Florida reported large numbers of HLB-positive trees
diagnosed between August and January, though the highest
bacterial concentrations were found in December™.
Conversely, in Pakistan, the number of trees diagnosed with
HLB was largest during the summer, in spite of fewer C.Las
circulating in the ACP vector population'’.

Epidemiological models developed for HLB have assumed
a linear relationship between infection and manifestation of
symptoms because as of yet, it has not been possible to
precisely determine the point where infection begins'”.
Attempts to characterize the epidemiology of HLB are also
hampered by the lack of studies on the vanation of C.Las
concentration in both plant tissues and the ACP vector', again
stemming trom the difficulty in defining a starting point of
infection. under controlled conditions, the incubation period
of HLB is estimated to range from 3-12 months. However, the
incubation periods scen in the field can last §5 years™".
This discrepancy illustrates the importance of understanding
how a plant pathogen progresses throughout its pathology
and how that relates to crop management practices. So far,
mformation on the behavior of C.Las in the field has been
scarce since the complexity of its pathology makes it a difficult
discase to observe.

It is worth noting that various technical reports have
indicated a weak correlation between the concentration of
the bactena and the severity of the HLB symptoms. It seems
as though the expression of symptoms in an infected tree
depends on host factors such as citrus wvariety, age and
nutritional status, among others'*'*. As such, visual
quantification of the characteristic diffuse mottle in individual
trees is not indicative of C.Las concentration in the plant'®,

In this study. it was monitored HLB-infected Mexican lime
trees in Tecoman, Colima, Mexico for over 2 years in order to
track bacterial titer fluctuations and potentially reveal any
scasonal patterns. Both living and dead C.Las concentrations
were quantified in leaf midrib tissues using EMA-gPCR. Young
and mature leaves were also sampled and analyzed separately
to determine how the changes in C.Las titer vary across tissues
in distinct stages of development. Counts of adult ACP within
the orchard and metcorological data were also collected
throughout the experimental period. While there were some
slight scasonal variations in C.Las concentration observed,
statistical analyses failed to uncover any meaningtul
relationships between the bacterial titers and the
environmental vanables considered in our study. To our
knowledge, the data herein constitutes the first work on C.Las
population dynamics in Mexican lime in this country. It will
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serve as a useful complement to existing ACP control
strategies; this wall, in turn, produce more effective, integrated
discase management protocols and yield turther insight into
the epidemiology of HLB.

MATERIALS AND

METHODS
Tree selection: The state of Colima was chosen for the
experiment because HLB is endemic to the area and it is onc
of the largest producers of Mexican lime. The tnal was run in
a citrus orchard called "Rancho el Pandelo y Las Animas™ in
the town of Tecoman, Colima State with the following
geographical reference coordinates: 18.93487°-103.92576°. In
June, 2013, leaf samples were collected from 53 years old
trees. exhibiting the diffuse mottling typical of HLB for
moelecular diagnosis of HLB in the laboratory.

Total DNA punfication and HLB detection: Finely minced
leal midnb tissue (100 mg) was transferredto a 1.5 mL
microcentrifuge tube containing a porcelain pellet. About
550 pL of PBS (50 mM KH,P0,, 150 mM NaCl, pH 7.2) was
added and the tissuc was maccerated using a TissucLyser LT
homogenizer (Qiagen; Hilden, Germany). The DNA
purification was performed with the commercial AxyPrep
Multisource Genomic DNA Miniprep kit (Axygen Biosciences)
according to the manufacturer's instructions. The DNA was
resuspended in 100 gL of elution butter before quantifying
concentration and  purity  with  a  NanoDrop 2000
spectrophotometer { Thermo Fisher, Scientific: Waltham, MA). All
samples were stored at -20°C for further use.

Molecular detection of C.Las by PCR: End-point PCR was
employed for C.Las detection using a previously described
primer pair'. A T100 Thermal Cycler (Bio-Rad; Hercules, CA)
was used to carry out all the 25 L. PCR reactions containing

2 pL of sample DNA (50 ng pL-") and reagents at the following
concentrations: 1x buffer {Invitrogen), 2.5 mM MgCl,
(Invitrogen), 0.16 mM of cach dNTP (lavitrogen), 0.5 uM

forward primer 011 (5-GCGCAAATGCGTGAGCGGTACCA-3),

0.5 uM reverse pnmer 012¢ {5-TCGGCCGCCCTTCGAAACC
CAT-3") and I U of platinum Taq (Invitrogen). The amplification
program consisted of an initial denaturing step at 94°C

for 5 min followed by 35 cycles of 94°C for 30 sec, 62°C for

30 sece, 72°C for 60 sec with a

10 min. Positive HLB infection was confirmed by resolution
of the 1160 bp PCR product on a 1% (w/v) agarose gel.

final extension at 72°C for

Twenty four HLB-positive trees, averaging 1.8 m in
height, were selected. The trees were planted with an 8 m
spacing between rows and 4 m between columns. The trees
were isolated from the orchard with anti-aphid mesh tunncls

measuring 6 36 3 m high (12 trees structure-'). Crop
management was performed according to the regional
practices. Leaf samples were taken every 2 months, starting in
October, 2013,

Quantification of live and dead bacteria: Leaf samples tor

the determination of ive HLB titers were collected in March
(spring), May (summer), September (autumn) and December
(winter). Seven young and mature leaves from four branches
per tree were collected: all seven leaves from the same branch.
Non-infected trees were similarly sampled to serve as a
control. Young leaves were identitied by their apical position
on the selected branch while mature, photosynthetically
active leaves were collected from the basal part of the same
branch. Young and mature leaves were processed separately.
The plant matenal was prepared for DNA extraction as follows:
Leaf midnbs (100 mg) were finely minced using disposable
blades. weighed and transferred to a 1.5 mL microcentrifuge
tube for homogenization with the TissucLyser LT (Quagen).
Duplicate samples were prepared: One tor standard genomic
DNA extraction and the other for extraction in the presence

of Ethidium MonoAzide (EMA) to assess live’dead bacterial
concentration. The homogenized tissue samples were stored

at -80°C pending further processing.

DNA extraction from live bacteria: The DNA extraction from
live bactena was performed according to the previously
described EMA method™ with the following modifications:

About 300 uL of PBS buffer (50 mM KH PO . J50 mM NaCl,

pH7.2) was added to a 1.5 mL microcentrifuge tube
contamning plant tissuc and the sample was agitated for

5 min. The EMA was added to the samplesto a final
concentration of 100 pg mL-' and gently shaken for 5 min in
the dark. The EMA was bound to free DNA by exposing the
samples to a 650 W halogen bulb for 2 min while the samples
were on ice. The samples were centrituged at 10,000 rpm for
5 min, the supernatant was discarded and finally the tissue
was macerated with a TissucLyser LT (Qiagen). The DNA
extraction proceeded using  the previously mentioned
method. The DNA  concentration and  purity
determined with a NanoDrop 2000 spectrophotometer
(Thermo Scientific).

was

C.Las 168 recombinant plasmid construct: A C.Las 16S rDNA
fragment was amplified using previously described primers
0117012 yielding a PCR product of 1160 bp, which was then
cloned into the pGEME-T-Easy vector (Promega; Madison, WI)
by following the manufacturer's instructions. Chemically
competent MachI-T1 E. coli cells were transformed by heat
shock and plated on LB agar with 100 pg mL-' ampicillin. The
bacterial colonies contaming the msert were identified by
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a-complementation.  Plasmid purification was performed
using the PurcLink Quick Miniprep Plasmid Kit (Invitrogen;
Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer's
nstructions. The DNA concentration was determined with a
NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). To
calculate a quantification curve, the plasmid copy number was
determined as follows:

Copies of 168 plasud - Length tbpy<1 % 104650

where, 650 is the mass of cach base pair in daltons and
Avogadro’s number is 6.022 107 Ten-fold serial dilutions
of plasmid DNA at 10%, 107, 10* and 10° copies pL-' were
prepared.

Detection of C.Las by gquantitative real time PCR: The
real-time PCR reactions for detecting C.Las used previously
reported primers and probes™'*. All gPCR amplifications were
run on the CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad). Each 25 L reaction contained 2 pL. of sample
DNA and the following reagents: Ix PCR buffer (Invitrogen),
2.4 mM MgClL, {Invitrogen), 0.24 mM of cach ANTP {Invitrogen),
0.12 mM forward HLBas (5'-AGCTCGGCGGCATATATACG-3"),

0.12 mM reversec HLB
TCCGCGTTACGTAGAAGGAAATAG-3"),

0.12 yM HLB probe (5-6-FAM-AGACGGAGTGTGGCCAAC-
I'BHQ-1). 0.12 mM forward COX (5-GTATGCGCACACGTCTT

CCAGA-3"), 0.12 mM reverse COX ({(5'-
GCCAAAAAGACTGCTGG
CATTC-3"), 0.12 pM COX probe (5'-TET-

ATCATGCAGGCACTTCT

G(G-3' BHQ-2) and | U Taq platinum (Invitrogen). Each DNA
sample and the standard curve reactions were assayed in
triplicate. The gPCR assays were run at 94°C for 20 sec,
followed by 40 cycles of M4°C for 1 sec then 58°C for 40 sec.

Frbaveamtifeaingdnid st sdbaid valaessEe ahiined
from the standard curve reactions were used to draw a lincar
regression plot, from which the resulting equation was
calculated: y = -3.4282x+46.596, with an R*= 0.9997. Based
on that cquation, following formula was obtained for
determining bacterial titer:

=
Concentration=] Ot "4

The C.Las concentrations in the experimental samples were
determined by interpolating their Ct values.

Asian citrus psyllid quantification: Two sticky 24 18 em
vellow traps were placed at the center of each tunnel of

| PR

Mexican lime trees. The old traps were collected and new
yellow traps were installed on the same dates as leaf sampling.
Positive ACP identification and count was performed at the
Laboratory of Entomology and Acarology of the National
Phytosanitary Reference Centre.

Weather information: Meteorological data were obtained
from the National Agricultural Meteorological Station Network
of the National Institute of Forestry. Agriculture and Fisheries
(INIFAP), from the Tecoman station in Colima, located at
18.966837-103.84227°. Average temperature, minimum
temperature, maximum temperature, average relative

humidity and rainfall were all monitored during the trial
period.

Statistical analysis: The database gencrated from the
quantification of C.Las in the various samples obtained from
distinet places on 24 Mexican lime trees was compiled in
Microsoft Excel and then transterred to SAS™ for an analysis
of vanation and identification of statistically significant
differences between aggregation factors (evaluation dates,
trees, branches, young and mature leaves) using the Fisher 'F'
ratio of variances (PROC GLM in SAS). Having identified the
significant relationship of the above factors, a multiple
comparison of averages was applied with the Tukey test

(a = 0.05). The identification of possible statistical correlations
between atmospheric variables, ACP counts from the yellow
traps and concentration of C.Las was performed using the
SAS PROC CORR procedure to generate the estimations of
Pearson’s "r" with a probability of p<0.05.

RESULTS

C.Las population dynamics in Mexican lime trees: During the
2 years trial period, the total C.Las titer peaked numerous
times (Fig. 1). The first peak. in December, 2013 shows an
increase in the concentration of living bacteria. The next peak
in total bacterial titer, in May, 2014, actually has a greater
proportion of dead cells. The ratio of live/dead C.Las skewed
towards live cells again in November, 2014. Interestingly, the
total bactenal titer after the winter of 2014 never retumns to
the same levels, though there are two peaks in 2015, during
July and December. In July, 2015, there was a majonty of dead
C.Las, while in December, 2015, there was a return to a
majority of live cells. The ratio of live/dead bactena was largest
during the autumnand winter peaks (December, 2013,
November, 2014 and December, 2015). while a higher
proportion of dead C.Las was seen during the hot summer
months. These fluctuations followed a particular pattern, with
highest total titers of bacteria present in months with mild
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temperatures and decreasing during those with high tropical
temperatures. Indeed, these high titers also coincided with the
periods of new shoot emergence.

The concentrations of living C.Las display a slightly
different behavior. After the first peak concentration of live
C.Las in December, 2013, there was a fairly long period-from
July. 2014 to November. 2015, where the ratio of live/dead
bacteria remained elevated. Thereafier, a steady reduction
was observed until July. 2015. Finally, the last recorded peak
in live C.Las concentration occurred in December, 2015.
Throughout the evaluation peried, the trees exhibited typical
HLB-associated symptoms cven as the bacterial titers

fluctuated between cach  asscssment date. Live C.Las
concentrations varied across samples from 9.93 107 to
593 10" C.Las g-' tissue, while the titer of total bacteria
ranged from 538 10710 1.98 107 C.Las g-' issue.

A comparison between average concentrations obtained
duning the different assay  dates revealed that the largest
titers of live bacteria were present in December, 2013,
September, 2014 and November, 2014, while the lowest
titers of live C.Las corresponded to October, 2013,
February, 2014, May, 2015 and September, 2015 (Table 1).
As concentrations of live C.Las decreased, the proportion of
dead cells increased.

Table 1 Average Jog concentratsons of live and dead C.Las bacteria recorded in Mexican lime

Date ol evaluaton Total samphes Average log live HLB Tukey (p0.05) Average Jog dead HLB Tukey (p=0.05)
November. 2014 a6 6,570 A 0519 F
September, 2014 46 6.392 A 0,305 FF
December, 2013 a6 7270 AB 0472 EF
January, 2015 96 5.968 BC 1.593 EF
July, 2014 uts 3.340 <D 0.632 EF
December, 2015 96 5.0680 D 0.59¢ D
July, 2015 6 5.551 D 1.197 DE
March, 2015 576 5.006 E 0939 AB
May. 2014 a6 4.720 EF 2375 B
October. 2013 96 4434 FG 2223 c
September, 2013 0 4377 G 1.633 B
May. 2015 450 4284 G 2,001 A
Febeuary, 2014 6 4234 G 2,657
DMS ~ 0343 DMS ~ 0351
A OlLive € Las
B Dead ClLas
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Fig. 1: Fluctuation of dead and live Candidatus Liberibacter asiaticus (C.Las). Bacteria was detected in the open ficld trial from
(October, 2013 to December, 2015. Bactenal quantification was performed by real-time PCR and normalized by tissue leaf

weight
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Differences in C.Las titers between young and mature  total concentration of bacteria is present in mature leaves

leaves: The quantification of live and dead C.Las in both (Fig. 2). No discase symptoms were observed in the young
developing and photosynthetic leaves indicated that a higher leaves  sampled, even though  they contained  high
$90a O Live C.Las
B Dead C Las
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Fig. 2{a-b): Differences in C.Las titers between young and mature photosynthetic leaves. The quantification of live and dead C.Las
in both developing and photosynthetic leaves showed a higher bacterial concentration is present in mature leaves. (a) Bacteria
present in young leaves, grey: Dead C.Las, white: Live C.Las and (b) Bactenia present in mature leaves, grey: Dead C.Las,
white: Live C.Las. A-1 to A-4 represents pooled samples from 6 trees, while the collect month and year are indicated
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concentrations of C.Las, which strongly supports the idea that
the bactenal titer is not proportional to the severity of HLB
symptoms.

Significant variation in bacterial concentration was
observed within the same tree, ranging from £.79 10" to
1.76 10¢ C.Las g-' of tissuc. Despite the fact that this
tendency was sumilar for all sampled trees, in some cases the
differences in concentration was very drastic. It was noted
that, generally, the mature leaves contained a higher total
concentration of bacteria, as well as a greater proportion of
live C.Las, this 1s probably duc to their high photoassimilate
content, which can be employed as a carbon source by C.Las
(F= 1245, p<0.0001). Yet, in the last two evaluations
(September and December. 2015), the titers of dead bacteria
were also higher in mature Ieaves than in developing leaves
(Table 2). Other studies reported that young leaves harbor
greater numbers of bactenia compared to mature leaves.
Supposedly, this distribution takes advantage of the ACP
feeding preference for younger leaves® to bolster C.Las
transmisston, when in actuality the ACP secks out new growth
for deposition of eggs. Consequently, it is possible that the
high concentrations seen in mature leaves are indicative of the
bacterium attempting to evade high ambient temperatures by
mobilizing towards the basal part of the branches''.

Dynamics of C.Las population in 2015: The dynamics of
living and dead C.Las were monitored in both young and
mature leaves sampled during four different evaluation
periods in 2015 {spring, summer, autumn and winter) (Fig. 3).
Highest concentration of total bacteria occurred in spring,
with dead bacteria present in low concentrations and mature
leaves exhibiting higher titers (Fig. 3a. b). In summer. a drastic
increase was observed in the concentration of dead bacteria
(Fig. 3¢, d). The trend in autumn showed a pattern similar to
the one in summer. The concentration of dead bacteria
exhibited an increase compared to the dynamics seen in the
spring. However, dead bacteria were present at low
concentrations in young leaves (Fig. 3. f). In winter, dead

It is pertinent to mention that the major periods of citrus shoot
emergence in Tecoman take place dunng the summer and
autumn months. That period overlaps with spring and
summer: The scasons with the greatest total concentrations of
C.Las (Table 3). Nevertheless, the results of the statistical
analyses indicate that the largest numbers of dead bacteria
are present in these scasons, while, in autumn and winter,
there is a recovery of living bacteria.

Weather conditions during the study: Tecoman, Colima
State has a dry tropical climate: The average annual maximum
and minimum temperatures were 32.65 and 20.78°C,
respectively, with an average annual temperature of 26°C
(Fig. 4), this tropical municipality is considered an isothermal
arca since the temperatures do not vary much during the
four scasons. It is known that in tropical regions, the low
temperatures during the nights induce new shoot growth in
citrus™. For the state of Colima there are two periods of shoot
emergence reported. The first and most important, 1s from
November to March, while the second is from Junce untl
September, when the rains begin. Dunng this study. new
shoot growth was observed when the temperatures increased
and the ramns arrived. In fact, some slight new growth was
recorded between the months of August and December.

Associations between C.Las population and extemal
variables: An inverse, highly significant relationship
(r=-0934 Pearson, p<0.0001) between the concentrations

of live and dead bactena emerged from the analyses of the
Mexican lime tissues dunng the experimental period {Table 4).
Based on the strength of this inverse relationship, it is
suggested that the concentration of live bacteria correlates
with 2 concomitant reduction of dead bacteria in Mexican
lime, this could be caused by a compromised defense
response on behalf of the plant, which could be affected by
the temperature or other environmental variables. As a

Tabde 20 Average Jog concentration of C Las found in young sexd mature leaves

bacteria declined overall, while in young leaves the total ot it A 0 e P
x . s . y age atal No. of samples Average log C.Las ey Lp<i).05)

concentration of bacteria was  noticeably lower than in = ol ik

Mature 1329 S8 A

mature leaves (Fig. 3g. h). The total concentration of Young n7 4804 B

C.Las was greater in older leaves in all scasons (Fig. 3b, d. f, h). e

Table 3: Compasisan of the average concentrations of live and dead C.Las in Mexican line, based on tissue type and season

Parameters Towl young Live young Dead young Total mature Live mature Dead mature

Suamimwr S e 19672 ST 4Ta= 19955

Spring SR80 4918 (i aldux S(Rie owiE

Autumn SHut o0as [Tk HXAB A4 (g o

Winter 58w AT vBax Al 495" 1978%

Mesn value 57480 (0.697) 4.5253 (0.6601) 1.2202 (0,630} 6.518540.5312) 51346 (07157 13867 10.5604)

DMS 0.527 0.4087 0515y 04013 11,5406 04233
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Fig. 3{a-h): Dynamics of C.Las population in 2015. Representation of living and dead C.Las in both young and mature leaves
sampled duning four different evaluation periods in 2015, (a, ¢, ¢, g) Young leaves and (b, d, f. h) Mature,
photosynthetic Icaves. Grey bars arc dead bactena, while white are alive. A-1 to A-24 arc measurements of cach tested

tree

speculative note, t is also possible that quorum sensing may parameters (r=-0L137, p = 0.686)]. Hence, this represents the
regulate oscillations in the bactenia population™. There was no first evidence from the Tecoman region, Colima, Mexico. In
correlation between live bacterial concentration and the citrus addition, there was a period of elevated bacterial

Asian psyllid density, according to statistical analysis [Corr test, concentrations between July and November, 2014 (Fig. 1),
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Table 4- Statstncal correlatzons between C.Las tilers and eovironmental variables

Parameters Live Dead Tomporate () Re b bunidey Tempemure C_ ) Frac paxin ACP count
Live 1.000 =0.509<0.0001** QS s WS O TER=- (RIS LIV OG- L0370
Dead 1000 Q061 s4= ORI A QURS(UTS P QR4
Temperame: () 1L0co [CR TR ] 0922 <0.0001)** QSN s pe D0 0 W=
Relative bamidity 1000 0594 (0.032)** OS2 Q00T QM2 Spe
Tempermee () 1.000 Q4065 OOFO2Y=
Precipitation 1.000 FECO
ACP comml 1.000

occurring simultancously with the period of new  shoot
emergence reported for the region. These sustained levels of

C.Las were  somchow related to the  emergence of new growth,
although our statistical analyses failed to establish a concrete
correlation. Interestingly, it appears that the months with low
nighttime temperatures are the the highest
concentrations of live bacteria are  detected: conversely, there 1s an
increase in the number of dead bacteria in the  warmest months.
Morcover, no relationship between bacterial titer and  severity  of

HLB symptoms were observed.

same in which

DISCUSSION

The population dynamics of C.Las in Mexican lime were
clucidated by monitoring the concentrations of both live and

dead bacteria throughout 2014 and 2015, identifying a similar
pattern of cyclical behavior as previously®. This variation
comncides with reports from Flonda, USA and Parana, Brazil and
supports the hypothesis that the bacterial distribution
changes throughout the year. depending on the host tree
phenology and the environmental conditions™”. This cyclic
variation should now be factored into the rationale of HLB
management and ACP control strategics, since diagnostic
results from sampling both plant material and psyllid vector
can be skewed, depending on whether the C.Las population
1s in decline or on the rise.

The trends in variation of C.Las population in Mexican
Iime were observed over a period of a full year (January to
December,

C.Las in sweet orange’. On a speculative note, this annual

2014), similar to the trial that has been reported for
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variation in the concentration of C.Las could be more closely
assoctated with the phenomenon of Quorum Sensing (QS), in
addition to the metcorological vanables or ACP populations
found in infected orchards. Laboratory tests with C.Las, grown
in culture media supplemented with citrus juices, found that
the viability of the bacteria showed cyclical growth patterns,
with increasing and decreasing phases throughout the
experimental period. Cyclic or oscillatory development is a
feature of bacterial populations attributable to interal or
external fluctuations in the system, mainly related to the
presence of nutrients. According to some reports, QS
phenomena are related to the physiological and nutritional
state of the host. By knowing the distnbution of viable and
non-viable bacteria in infected trees, it is possible to infer
the periods when ACP transmission of C.Las is most
probable. In turn, the probability of transmission is also
most likely related to the distribution of photoassimilates
within the trees throughout the year. Therefore. 1t is necessary
to characterize these physiological aspects of Mexican lime
varieties, since the presence of photoassimilates contributes
to the carbon sources available for C.Las growth and
development.

The finding of higher C_Las concentrations in mature
leaves, compared to young leaves, runs contrary to the trend
reported by several research groups™. In fact, the presence of
major carbohydrate stores in the more photosynthetically
active mature leaves would make them a more favorable
environment for C.Las and could explain the difference in
reported distributions' .

This study demonstrated a lack of statistically significant
relationships between environmental variables and C.Las
concentration. The correlation values between the
concentration of live bacteria and rainfall demonstrated
an inversely proportional relationship (Pearsonr=-0.153,
p = 0.616). indicating that the number of living cteria is
reduced when precipitation increases in the region, albeit not
in a statistically significant manner. Altematively, a similar
phenomenon occurred with ACP count and rainfall (Pearson's
r=-0.137, p = 0.686), where the amount of ACP found in the
vellow traps decreased with increasing rainfall in the region,
although it was also not staustcally significant (Table 4).
This lack of correlations or presence of weak correlations
between atmospheric variables, C.Las concentration and ACP
populations has been reported in different citrus-growing
arcas of the world"**". While the evidence gathered thus far
supports the notion of a dynamic C.Las population within an
infected citrus tree, the research community has been unable
to decisively associate any once environmental variable to
bacterial titer.

These were time  points when the average log
concentrations of dead bacteria greatly surpassed the average
log concentrations of live C.Las. The first instance was
October, 2013, when the titer of live bacteria only reached
log 4.3 C.Las g-' of tissue, compared to the log 6.7 C.Las g-' of
tissue recorded for the dead C.Las. This represents a 100 fold
increase in dead bacterial cells over living C.Las. The same was
scen again in February, 2014, May, 2015 and September, 2015.
This distinct proportion of dead to live cells could be
associated with the formation of a biofilm. The dead cells
quantified during these pertods would be those that makeup
the biofilm and cover their living relatives. As the behavior is
seen during warmer months, this could be another defense
mechanism used by C.Las to protect itself from high
temperatures. There have been recent reports of genes which
encode components of bacterial communication systems
found via quorum sensing in the C.Las genome™, which
could be a strategy used by these bacteria to regulate its
population.

CONCLUSION

The evaluation of citrus phenology, C.Las concentration,
ACP population and environmental conditions provides
msights into the cyclical. scasonal variations of both the HLB
pathogen and its vector. Ocpending on the scason, bacterial
population fluctuates, representing the first report on the
scasonal variation of C.Las concentration in Mexican lime. The
understanding of the fluctuation of HLB-associated bactena
and its insect vector populations will help in the design of
integrative control strategies. This information should be
consolidated into existing HLB agronomic management
practices and decision-making policies.
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