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Resumen

El huanglongbing (HLB) es la enfermedad mas devastadora de los citricos a nivel mundial y esta
presente en el estado de Colima desde 2010, zona productora de limén mexicano (Citrus
aurantifolia). Esta enfermedad causa un desequilibrio en el reparto de carbohidratos e inhibe la
fotosintesis. También afecta la concentracion de nutrientes en hoja. El objetivo de este trabajo fue
determinar los cambios fisioldgicos en arboles en produccion de limén mexicano infectados con
HLB. El estudio se desarrollé en Colima en 2017. Se determind la concentracion de almidon,
sacarosa Yy glucosa en nervadura central y lamina de hojas de diferentes edades (120 y 30 dias) y
almidon en raices. La concentracion de clorofilas por método analitico e indice SPAD en hojas
con diferentes niveles de sintomas de HLB y andlisis foliares de nutrientes minerales. Las hojas
con HLB tuvieron mayor concentracion de almiddn en la lamina de 120 dias. La sacarosa se
concentrd en las nervaduras de hojas de 120 dias. Mientras que la glucosa se incremento en las
nervaduras de 30 y 120 dias. Las raices de arboles infectados con HLB mostraron 40% menor
concentracion de almidén comparados con arboles sanos. Disminucién en el contenido de
clorofilas e indice SPAD en funcién del grado de afectacion. Asi como menor concentracion de
K, Ca, Mg, Cu, Fe, Zn y B. EI conocer los cambios que ocasiona el HLB en limén mexicano
permitirad desarrollar practicas que disminuyan su impacto.
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Introduccion

El huanglongbing (HLB) En México, se han asociado a la presencia de la a-proteobacteria
‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (CLas), conocido comunmente en la region del pacifico de
México como dragon amarillo, es la enfermedad mas devastadora de los citricos, que afecta a todas
las especies y variedades cultivadas en el mundo (Bové, 2006). EI HLB es una de las enfermedades
mas complejas, debido a las interacciones entre el patdgeno, vector, hospederos y ambiente (da
Graca et al., 2015). No existen reportes de alguna cura para los arboles infectados con HLB, los
que en poco tiempo se vuelven decadentes y poco productivos (Bové, 2006).

En citricos los primeros sintomas visibles asociados al HLB son el amarillamiento de las
nervaduras en las hojas maduras y el moteado asimétrico difuso (Cimo et al., 2013), que se presenta
debido a la alta acumulacion de almidones y la desintegracion del sistema tilacoide del cloroplasto
en las hojas maduras (Etxeberria et al., 2009; Gonzalez et al., 2011). Estos patrones cloroticos son
semejantes a las deficiencias de minerales como zinc, hierro y manganeso lo cual puede complican
el diagnostico (Etxeberria et al., 2009; Spann y Schumann, 2009; Spann et al., 2011). Estos
moteados también son resultado de la baja absorcion de agua debido a la pérdida de raices por la
falta de carbohidratos (Jagoueix et al., 1994; Spann et al., 2011; Cimo et al., 2013).

El HLB causa desequilibrios metabdlicos en el huésped por agotamiento de nutrientes y
interferencia del transporte (Duan et al., 2009). Lo que tiene como consecuencia disminucion de la
produccion, el cual es el sintoma mas impactante en las areas productoras de citricos del mundo
(Bové, 2006; Li et al., 2009; Gonzélez et al., 2012). En 2010 se detecté HLB en la zona productora
de limén mexicano (Citrus aurantifolia) en el estado de Colima. A partir, de su presencia se ha
registrado disminucion de 50% de la produccion (Robles-Gonzélez et al., 2013; Robles-Gonzalez
etal., 2017).

Esta disminucion provoco la caida del empleo, generando problemas sociales y deprimiendo la
demanda de bienes y servicios en las zonas productoras de limén mexicano (Avalos y Gonzélez,
2013). Los sintomas de esta enfermedad en México estan asociados a la presencia de CLas, que es
un parésito obligado, restringida al floema y que es diseminada eficientemente por el psilido
asiatico de los citricos (Diaphorina citri) cuando se alimenta del floema, esta bacteria una vez
dentro del arbol libera salicilato de metilo un quimico volatil especifico, que atrae a la poblacion
de insectos vectores para alimentarse del arbol infectado y asi, es como el patégeno ingresa a mayor
namero de insectos, también CLas puede transmitirse de plantas de citricos enfermas a sanas
mediante injertos (Mann et al., 2012; Munir et al., 2017).

En limén mexicano se han registrado la disminucion de la produccion desde etapas tempranas de
la infeccidn hasta mas del 50% en arboles que presentan sintomas en mas de 75% de su copa,
también se reportd disminucion en el tamafio de la fruta cosechada (Robles-Gonzalez et al., 2013;
Robles-Gonzélez et al., 2017). En Colima también se ha reportaron la presencia de Candidatus
Phytoplasma asteris (CPa) junto con CLas (Arratia-Castro et al., 2014; Arratia-Castro et al., 2016)
en arboles de limén mexicano que mostraban los mismos sintomas de Huanglongbing (HLB). Los
sintomas en hojas de limén mexicano incluyen puntos cloréticos, manchas angulares,
acorchamiento y engrosamiento de nervaduras, moteado y clorosis difusa hasta el amarillamiento
generalizado en la lamina foliar y defoliacion.
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Se ha observado maduracién irregular de frutos, la cual inicia con amarillento en la parte basal y
eventualmente termina en la caida de frutos (Robles-Gonzalez et al., 2017). Histoldgicamente
existe incremento de almiddn en el mesdéfilo de la hoja y se presenta hiperplasia, lo que ocasiona
colapso de floema (Esquivel-Chavez et al., 2012). La distribucidn del patdgeno no es uniforme, y
se ha encontrado la mayor concentracion de bacterias en las nervaduras y brotes (Li et al., 2006).

Una vez dentro de la planta CLas migra hacia el floema ocasionando la formacion y acumulacién
de tapones de calosa en los tubos cribosos (Da Graca y Korsten, 2004; Koh et al., 2012). El blogueo
del floema ocasiona la acumulacion de almidon en los érganos fuente y agotamiento en los 6rganos
demanda o de almacenamiento (Etxeberria et al., 2009; Rosales y Burns, 2011).

Afectando el transporte de nutrientes y colapso celular (Garnier y Bové, 1996; Bove, 2006; Kim et
al., 2009; Cimo et al., 2013) sufriendo dafio en las raices debido a la interrupcion del transporte de
fotosintatos de los brotes hacia la raiz, como consecuencia las raices estan poco desarrolladas y el
crecimiento es suprimido (Etxeberria et al., 2009; Cimo et al., 2013) pueden también infectarse
con patdgenos secundarios (Pereira 'y Milori, 2010).

Por lo tanto, los minerales y el agua que son transportados de la raiz a los brotes decrece (Zhang et
al., 2011). Otro sintoma presente es la muerte regresiva de ramillas y ramas, registrandose
disminucion en la produccion (Etxeberria et al., 2009; Cimo et al., 2013). A medida que se
incrementa el tiempo de la infeccion de HLB, aumentan las deficiencias de nutrientes y
desequilibrios de carbohidratos en hojas y raices (Etxeberria et al., 2009; Rosales y Burns, 2011),
deteniendo el desarrollo de las plantas y finalmente puede llegar la muerte.

La infeccion por HLB tiene diferentes impactos en la reabsorcion de nutrientes en funcion del
genotipo. Por lo que mantener eficiente el ciclo de nutrientes interno puede ser una estrategia de
las especies de citricos tolerantes al HLB (Cao et al., 2015). El presente trabajo tiene como objetivo
determinar los cambios fisioldgicos de hojas y raices de arboles en produccién de limén mexicano
variedad Colimex infectadas con HLB. Debido a que la identificacion de las respuestas del huésped
al patégeno es critica para comprender el desarrollo de la enfermedad y puede ser utilizada en la
formulacién de practicas eficientes de manejo.

Materiales y métodos

La investigacion se realizd de abril a junio de 2017 en la zona productora de limén mexicano de
Tecoman, Colima, México, caracterizada por tener clima tropical seco y semiseco, con temperatura
media de 26 °C y precipitacion media de 750 mm. Se utiliz6 la variedad de limén mexicano
“Colimex” injertada en Macrofila (Citrus macrophylla) con 5 afios de edad debido a que esta
combinacion es la mas utilizada en las zonas productoras de este citrico. Los arboles con HLB se
inocularon por injerto de plda y se corroboraron por PCR. Las plantas sanas y con HLB se
establecieron en abril de 2012.

En contenedores con capacidad 60 litros, densidad de 2 x 3 m. El sustrato compuesto de 1:1:1
(VIVIV partes de polvillo de coco, tierra y lombricomposta). El resto de las labores de cultivo se
realizaron de acuerdo al paquete tecnoldgico recomendado por el INIFAP (Manzanilla, 2018). Este
estudio se desarrolld dentro de una estructura de malla antiafidos de 250 m? en las instalaciones
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del Campo Experimental Tecoméan del INIFAP. Se evaluaron dos tratamientos arboles infectados
con HLB y arboles sanos. Se utilizé un disefio experimental completamente al azar. La parcela
experimental se conformd de 8 arboles por tratamiento.

Concentracion de carbohidratos en diferentes tejidos de limon mexicano

Para evaluar las concentraciones de almidon, se seleccionaron hoja y raices de arboles con HLB y
arboles sanos. De cincuenta hojas por tratamiento se separaron nervaduras y lamina foliar de hojas
maduras (120 dias) y hojas inmaduras (30 dias). También se evaluo el contenido de almiddn en
raices secundarias.

La extraccion de almidon se realizé de forma separada para hoja y raiz a partir de 20 mg de tejidos
liofilizado y molido de cada muestra. Se le adicion6 500 puL de agua destilada y se incubd a 100
°C por 10 min. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 10 774 rpm por 2 min. Se recuper6 300
uL de sobrenadante en un tubo eppendorf'y se le adiciond 900 pL de alcohol puro y se centrifugo
a 9 449 rpm por 5 min.

Se desecho el sobrenadante y el almidon precipitado se resuspendié en 1 mL de agua bidestilada
estéril (Milli-Q) y se agitd en un vortex por 3 min (Gonzélez et al., 2011). Para la cuantificacion
de almidon, se adicion6 30 pOL del extracto de almidon y 50 uL de solucion de yodo a una placa
Optica de 96 pozos y se leyd la absorbancia a 595 nm por triplicado en un espectrofotometro
(Thermo Scientific™ Multiskan GO, USA). Se elaboré una curva estandar a partir de almidon de
arroz puro (Sigma-Aldrich, USA).

Debido a que las principales azucares presente en el floema de los citricos son sacarosa y glucosa
con 64 y 20% respectivamente (Hijaz y Killiny, 2014). Se determinaron las concentraciones de
estos en tejidos de hoja en nervadura y lamina foliar de 120 y 30 dias. Cuantificados con kits
comerciales (Sigma-Aldrich, USA).

Concentracion de clorofila en hojas
Se determind la concentracion de clorofila en hojas de limén mexicano con diferentes grados

afectacion por HLB (Figura 1). Se eligieron 5 estados de desarrollo de la enfermedad en hojas
maduras y se cuantifico la clorofila a, clorofila b y clorofila total de acuerdo con (Warren, 2008).

4

Asintomatico

Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4

Figura 1. Niveles de sintomas de HLB en hojas de limon Colimex de arboles en produccion.
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A la misma hoja se les midio el indice SPAD debido a su alta correlacion con el contenido real de
clorofila en las hojas (Intrigliolo et al., 2000). Las lecturas se realizaron con medidor portatil de
clorofilas SPAD 502 (Soil Plant Analysis Development, Minolta).

Andlisis foliar de nutrimentos

Se evaluaron las concentraciones de macro y micronutrientes en hoja maduras (120 dias).
Provenientes de arboles sanos y con HLB. Se colectaron 100 hojas maduras de cada tratamiento.
Para cada muestra se realizd una mezcla compuesta y tres repeticiones. Las muestras se secaron en
horno marca Felisa® a temperatura entre 65 a 70 °C por 72 h. Posteriormente, se secaron a peso
constante y se procesaron en molino eléctrico marca Thomas Scientific®, con malla de 40
cavidades, obteniendo finalmente polvo fino, el cual se usé para las digestiones.

Los elementos analizados fueron nitrégeno total (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca) y
magnesio (Mg); y los microelementos fierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn), manganeso (Mn) y boro
(B). Se colectaron y analizaron los datos mediante analisis de la varianza (Anova), las
comparaciones de medias se realizaron mediante la prueba de Tukey (o> 95%) con el sistema de
andlisis estadistico InfoStat Version 2018e.

Resultados y discusion
Concentracion de carbohidratos en nervaduras y lamina de hoja de limén mexicano

En la prueba de medias las hojas de &rboles de limon Colimex infectados con CLas fueron
estadisticamente superiores en concentracion de almidén en lamina de hojas de 120 dias en
comparacion con hojas sin HLB. Nervaduras de 30 y 120 dias no presentaron diferencias
estadisticas entre arboles sanos y enfermos con HLB (Figura 2). En arboles de naranjo dulce
infectados con CLas se ha descrito la acumulacion de almidén en hojas en comparacién con hojas
sanas (Rosales y Burns, 2011).

w

mg Almidan /g hoja
w

30d 120d 30d 120d 30d 120d 30d 120d
Ldmina Nervadura Ldmina Nervadura

(-JHLB (+) HLB

Figura 2. Efecto del CLas en la concentracion de almidon en tejido de limén mexicano en produccion.
Hojas de 30 y 120 dias. Sin presencia de HLB (-HLB) e infectadas con HLB (+HLB).
Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas (p< 0.05).
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Schneider (1968), observé alta acumulacion de almidon en hojas y peciolos en comparacion con
tejidos sanos. Esta acumulacion de almidon es ocasionada por la obstruccion del transporte de
fotoasimilados en el sistema vascular foliar y aceleradas tasas de sintesis de almidon en hojas. En
naranjos infectadas con HLB, se reportd el taponamiento de tubos cribosos por deposicion de
calosa (Etxeberria et al., 2009; Kim et al., 2009). La cual tiene un importante papel en la respuesta
de defensa de los citricos al HLB (da Graca et al., 2015), afectando asi el transporte de
carbohidratos y provocando acumulacién masiva de almidon en plastidios de hojas (Schneider,
1968).

También, se ha reportado acumulacion de almiddn en hoja por deficiencia de Zn (Sagaram y Burns,
2009). Estos resultados concuerdan con Esquivel-Chavez et al. (2012) que encontraron mayor
concentracion de almidon en hojas de limén mexicano con HLB en invernadero. Sin embargo, el
efecto del HLB en la concentracion de almidon se observo principalmente en la lamina de hojas de
120 dias de limén Colimex en produccién, debido a la mayor concentracion de cloroplastos en este
tejido.

En la Figura 3 se muestra la comparacion de medias donde la nervadura de hoja presenta mayor
concentracion de sacarosa y son estadisticamente diferentes a las ldminas foliares en los dos estados
de desarrollo evaluados tanto en tejidos infectados como en tejidos sanos. La mayor concentracion
de sacarosa se presento en las nervaduras de hojas de 120 dias con HLB. En contraste la menor
concentracion se obtuvo en la lamina foliar de hojas sanas de 30 dias. Estos resultados se deben a
que CLas causa desequilibrio en el reparto de carbohidratos y acumulacién de sacarosa en hoja
(Fan et al., 2010).

14
12

10 < c

mg Sacarosa/g hoja
o

30d 120d 30d 120d 30d 120d 30d 120d
Lamina Nervadura Lamina Nervadura

(-)HLB (+) HLB

Figura 3. Efecto del CLas en la concentracion de sacarosa en tejido de limén mexicano en produccion.
Hojas de 30 y 120 dias. Sin presencia de HLB (-HLB) e infectadas con HLB (+HLB).
Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas (p< 0.05).

Debido a la concentracion de CLas en nervaduras y por la disminucion de actividad celular dentro
del cambium y el parénquima radial en peciolos de hojas maduras infectados con HLB, lo que tiene
como consecuencia una falla importante en la ruta de transporte de carbohidratos (Brodersen et al.,
2014). En limo6n Colimex con HLB la sacarosa se acumula principalmente en nervaduras de hojas
de 120 dias.
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Las concentraciones de glucosa en base a la comparacion de medias tienen diferencias estadisticas
significativas, mostrando mayores concentraciones en tejidos con HLB. Estos resultados muestran
la mayor acumulacion de glucosa en nervaduras de 30 dias con HLB (Figura 4). Esto concuerda
con Fan et al. (2010) que describieron que HLB causa desequilibrio en el reparto de carbohidratos
y la acumulacion glucosa. Debido que CLas se comporta al igual que S. citri, usando fructosa
incrementa la actividad de invertasa y por consecuencia acumulan glucosa.

e~
R B O ®

mg Glucosa/g hoja
=
o
o

30d 120d 30d 120d 30d 120d 30d 120d
Lamina Nervadura Lamina Nervadura

(-)HLB (+) HLB

Figura 4. Efecto del CLas en la concentracion de glucosa en tejido de limén mexicano en produccién.
Hojas de 30 y 120 dias. Sin presencia de HLB (-HLB) e infectadas con HLB (+HLB).
Diferentes letras sobre las barras indican diferencias significativas (p< 0.05).

En complemento Li et al. (2009) reportaron mayor concentracion de CLas en las nervaduras de
hojas infectadas en comparacion con la Iamina foliar. EI HLB causa acumulacion de glucosa
principalmente en nervadura de 30 dias de limén Colimex.

Como se observéd en la Figura 5, las raices de arboles infectados con HLB muestran diferencias
estadisticas significativas con las raices sanas en la concentracién de almidon. Con una disminucion
de 40%. El limon Colimex presenta disminucién en la concentracién de almidén en raices de
arboles con HLB. Debido a que sufren un trastorno nutricional por la interrupcién del transporte
de fotosintatos de los brotes a la raiz (Zhang et al., 2011). Ocasionando disminucién de las reservas
de almiddn en las raices de arboles infectados con CLas. Lo que también ocasiona que no se
desarrollen y supriman el crecimiento de nuevas raices (Etxeberria et al., 2009).

mgalmidén/g raiz

Figura 5. Efecto del CLas en la concentracion de almidon en raices de &rboles de limén mexicano en
produccion. Sin presencia de HLB (-HLB) e infectadas con HLB (+HLB). Diferentes letras
sobre las barras indican diferencias significativas (p< 0.05).
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Concentracion de clorofila en hojas

Los niveles de afectacion desde hojas asintomatica hasta el nivel 4 de sintomas de HLB
mostraron diferencias estadisticas significativas en la concentracion total de clorofila como se
muestra en la Figura 6. Debido a la progresiva acumulacién de almidones que ocasionan la
desintegracion del sistema tilacoide del cloroplasto (Etxeberria et al., 2009; Gonzélez et al.,
2011) y dafa las membranas fotosintéticas disminuyendo la concentracion de clorofila
(Sagaram y Burns, 2009). Aunque, el almiddn dentro del cloroplasto no rompe las membranas
externas, pero la estructura de la grana interna es destruida lo que ocasiona clorosis (Achor et
al., 2010).

30

25

a
b
20
C

15 d

10 =
5 I
0

Asintomdtico Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4

Clorofila {pg/mL)

Niveles de sintomas

Clorofilaa Clorofilab  m Clorofila total

Figura 6. Concentracién de clorofila (Clorofila a, Clorofila b y Clorofila total) en hojas de arboles de
limén mexicano en produccion con diferentes niveles de afectacion por HLB. Diferentes
letras sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas (p< 0.05).

También se ha descrito que el aumento de los niveles de sacarosa/glucosa puede llevar a la
represion de genes implicados en la fotosintesis y causar disminucion de clorofila (Fan et al., 2010).
Por lo que en hojas de limén Colimex se observd la disminucién de la concentracién de clorofila
a, b y total en hoja en funcién del grado de afectacion por HLB.

Al realizar las lecturas SAPD en los niveles de afectacion por HLB evaluados, no se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre las hojas asintomaticas, nivel 1y nivel
2. En contraste estos fueron diferentes a los niveles 3y 4 (Figura 7). La lectura SPAD solo es
tomada de una parte parcial de la hoja por lo que al no ser uniforme la destrucciéon de
cloroplasto (Achor et al., 2010) el sensor puede captar zonas con diferentes concentraciones de
clorofila en la misma hoja.

Por lo que el analisis estadistico solo detecta las diferencias en hojas con marcada clorosis en la

mayor parte de la hoja. En limon Colimex el SPAD solo detecta diferencias estadisticas en los
grados de mayor afectacion por HLB respecto a hojas asintomaticas.
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Figura 7. Indice SPAD en hojas de arboles de limén mexicano en produccion con diferentes niveles
de afectacion por HLB. Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticas
significativas (p< 0.05).

Andlisis foliar de nutrimentos

En el Cuadro 1 se presentan los datos de los nutrientes que presentaron diferencias estadisticas
significativas entre hojas de arboles con HLB y hojas sanas (potasio, calcio, magnesio, cobre,
hierro, zinc y boro) El mismo cuadro muestra el porcentaje de disminucion destacando el cobre
con mas de 57%. El nitrégeno, fésforo y manganeso no presentaron diferencias estadisticas
significativas.

Cuadro 1. Efecto de HLB en contenido de nutrientes de hojas de limén mexicano en produccion.

Tratamiento K (mgg™) Ca(mgg?’) Mg (mgg?) Cu(mgkg?) Fe(mgkg?') Zn (mgkg?) B (mgkg™)
Colimex

(-HLB) 22.37a 29.78 a 0.52a 6.72 a 101.41a 3344 a 158 a

Colimex

(+HLB) 18.83 b 25.94 b 0.47b 2.85b 66.8 b 24.2b 135.06 b
Reduccion%  15.8 12.9 9.6 57.6 34.1 27.6 14.5

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05).

Existen trabajos en varias regiones del mundo con diferentes citricos que presentan resultados
contrastantes. La disminucién de Cay Zn en arboles infectados con HLB. Al igual que Razi et al.
(2011) mostraron concentraciones foliares mas bajas de Mgy Fe en los arboles con HLB y ninguna
diferencia en K, P y Zn. Etxeberria et al. (2009) describieron deficiencias de Zn y Fe en arboles
sintomaticos. Al igual que Tian et al. (2014) describen deficiencia de Zn en hojas con HLB. En
pomelo infectado con HLB disminuyeron concentraciones de Ca, Mg, Fe, Zn, Mn y Cu.
Concordando con este trabajo con excepcion del Mn (Nwugo et al., 2013).

ElI HLB en limon Colimex afecto las concentraciones de K, Ca, Mg, Cu, Zny B debido a la pérdida
0 restriccion de la raiz, que provoca estrés por sequia y cambios en el estatus mineral de los brotes
(Spann y Schumann, 2009). Los resultados difieren de lo reportado, por ser diferentes especies y
la utilizacion de contendedores y fertirriego en este experimento. Ya que diferencias en manejo de
la nutricidn, suelo, clima, combinacién variedad/portainjerto, estado de desarrollo de las plantas y
la eficiencia de reabsorcidn de nutrientes durante los experimentos de citricos infectados con HLB
tienen efecto en los datos obtenidos (Razi et al., 2011; Cao et al., 2015).
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Conclusiones

Debido a la infeccion de HLB, los arboles de limén mexicano en produccion (5 afios con la
infeccion) sufren cambios fisioldgicos en la distribucion y concentracion de los carbohidratos, tanto
en hoja como en raiz. Asi como, disminuye la concentracion mineral de K, Ca, Mg, Cu Fe Zny B.
Mientras que a medida que aumentan los sintomas en hoja se reduce la concentracion de clorofila.
Debido a que este cambio no lleva al colapso de los arboles, es necesario continuar con estudios
que permitan conocer y potencializar las rutas que llevan al limdn mexicano a continuar su vida
productiva a pesar de estar infectados con CLas.
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