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RESUMEN: Meéxico, se tiene una produccion
superior a los 8 millones 217 mil t de citricos
distribuidos en 600 mil ha los principales citricos que
se producen son: naranja, limén mexicano, lima
persay mandarina. los citricos se ven amenazados por
la presencia de la bacteria Candidatus Liberibacter
asiaticus causante de la enfermedad conocida como
huanglongbing (HLB) dragén amarillo o enfermedad
de los brotes amarillos. Por tal motivo, el objetivo fue
determinar numero de células bacterianas de
Candidatus Liberibacter asiaticus en Citrus limon. Se
utilizaron 53 plantas de Citrus limon injertadas en los
patrones Citrus aurantium L., Citrus volkameriana y
Citrus macrophylla. Se realizé la inoculacion de la
bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus en el tallo,
después de seis meses se realizd la extraccion de
ADN extraido de nervaduras centrales y peciolos de
hojas. Entre 18 muestras de ADN extraidas de Citrus
limon sobre portainjerto Citrus volkameriana, 14
resultaron negativas para el patogenos Candidatus
Liberibacter asiaticus y 4 positivas para el mismo,
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ademads 20 muestras de ADN de Citrus limon sobre
portainjerto Citrus aurantium, 6 muestras resultaron
positivas y 14 resultaron negativas para el patégenos,
asi mismo 16 muestras de ADN extraidas de Citrus
limon sobre portainjerto Citrus macrophylla, 11
resultaron negativas para el patdogenos Candidatus
Liberibacter asiaticus y 5 positivas para el mismo.

PALABRAS CLAVE: Palabras clave: ADN, PCR,
HLB

ABSTRACT: In Mexico, more than 8 million 217
thousand t of citrus fruit are produced, distributed
across 600,000 ha. The main citrus fruits produced
are oranges, Mexican lemons, Persian limes, and
mandarins. Citrus fruits are threatened by the
presence of the bacteria Candidatus Liberibacter
asiaticus, which causes the disease known as
Huanglongbing (HLB), or yellow dragon, or yellow
shoot disease. Therefore, the objective was to
determine the number of bacterial cells of Candidatus
Liberibacter asiaticus in Citrus limon. Fifty-four
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Citrus limon plants grafted onto Citrus aurantium L.,
Citrus volkameriana, and rootstocks were used.
Stems were inoculated with the bacteria Candidatus
Liberibacter asiaticus, and after six months, DNA
was ex-tracted from the midribs and leaf petioles.
Among 18 DNA samples extracted from Citrus limon
on Citrus volkameriana rootstock, 14 were negative
for the pathogen Candidatus Liberibacter asiaticus
and 4 were positive for it, in addition 20 DNA
samples from Citrus limon on Citrus aurantium
rootstock, 6 samples were positive and 14 were
negative, likewise 16 DNA samples extracted from
Citrus limon on Citrus macrophylla rootstock, 11
were negative for Candidatus Liberibacter asiaticus
and 5 were positive for it.

KEYWORDS: Citrus, PCR, HLB.
INTRODUCCION

Los principales paises productores de citrico son:
China, Estados Unidos, México y Brasil (Rao et al.,
2021). Con una produccion aproximada de 124
millones de t anuales (Bedoya et al., 2021). Cabe
mencionar que, en México, se tiene una produccion
superior a los 8 millones 217 mil t de citricos
distribuidos en 600 mil ha (Yzquierdo-Alvarez et al.,
2021). Donde los principales estados productores son
Veracruz, Tamaulipas, Tabasco, Yucatan, Colima y
Michoacan y de menor cantidad de produccion
Nuevo Leon y Puebla (Rosales et al., 2020). Ademas,
los principales citricos que se producen son: naranja,
lim6n mexicano, limon persa y mandarina (Gonzales
et al., 2020).

Cabe destacar que, los citricos se ven amenazados por
la presencia de una enfermedad conocida como HLB,
huanglongbing, o dragdn amarillo, la cual es causada
por la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticos
(Manzanilla-Ramirez et al., 2019). La bacteria habita
en el floema de la planta y causa la interrupcion en el
transporte de fotosintatos (Sétamou et al., 2019). Se
puede transmitir principalmente por el insecto vector
psilido asiatico de los citricos (Diaphorina citri
Kuwayama) y por material vegetal infectado
(Moreira et al., 2020). La enfermedad se caracteriza
por un moteado asimétrico de coloracion verde en las
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hojas y puede confundirse con deficiencias de
minerales como el zinc (Folimonova y Achor 2010;
Bové, 2014). Una de las caracteristicas principales es
la muerte de ramas de manera gradual (Wang y
Trivedi, 2013). Por otro lado, los frutos de los arboles
enfermos son pequefios y deformes, con poca
coloracion, de sabor amargo y con semillas pequeinas
e inviables (Bassanezi et al., 2009). Debido a la
rapida diseminacion ha causado grandes pérdidas
economicas  (Curtolo et al, 2020) de
aproximadamente un 75 % en la reduccion de la
produccion (Hu et al., 2021). Una de las limitantes
para el control del crecimiento de la bacteria ha sido
la dificultad de cultivarla en laboratorio lo que limita
que se realicen los postulados de Koch (Hong et al.,
2019). Por otro lado, para el diagnostico y la
confirmacion de la presencia de la bacteria en arboles
de citricos se utiliza PCR en tiempo real (Kogenaru et
al., 2014). El proceso de deteccion de Candidatus
Liberibacter asiaticus se basa en la amplificacion
selectiva de una region especifica de la bacteria
mediante PCR, los iniciadores disefiados para este
proposito se adhieren a secuencia tnica del ADNr 16s
de Candidatus liberibacter asiaticus, permitiendo la
amplificacion de un fragmento del ADN de 1160 pb.
Esta estrategia permite detectar la bacteria antes de
que aparezcan sintomas visibles (Park et al., 2018).
Por tal motivo, el objetivo fue determinar nimero de
células bacterianas de Candidatus Liberibacter
asiaticus en Citrus limon.

METODOLOGIA

Ubicacion del sitio experimental

El experimento se realizé en el invernadero de la
posta zootécnica "Ingeniero Herminio Garcia
Gonzédlez" de la Universidad Autéonoma de
Tamaulipas (23° 56' 26 .5" y 99° 05' 59.9", y 193
msnm) en Giiémez, Tamaulipas, México.

Material Vegetal

Se utilizaron 54 plantas de Citrus limon injertadas en
los patrones Citrus aurantium L., Citrus
volkameriana y Citrus macrophylla (Cuadro 1).
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Establecimiento de las plantas en el invernadero
Se utilizaron macetas de 50%23 c¢m para las plantas,
con una separacion de 1 m cada una. Las plantas de
Citrus limon, fueron injertados con yemas positivas a
Candidatus Liberibacter asiaticus.

Cuadro 1. Relacion del portainjerto-variedad de
Citus limon.

Numero de Portainjerto Variedad
combinaciones
1 Citrus aurantium Citrus limon
2 Citrus volkameriana  Citrus limon
3 Citrus macrophylla  Citrus limon
Extraccion de ADN

Se recolectaron 20 hojas con y sin sintomas del HLB
de cada planta, sin dafios aparentes de plagas u otras
enfermedades. Las muestras fueron almacenadas y
etiquetadas en bolsas plasticas con cierre hermético.
Posteriormente, para su andlisis en laboratorio las
muestras se colocaron en una hielera con geles
refrigerantes. Para el procedimiento de extraccion de
ADN se utiliz6 la metodologia de Li ef al. (2006). El
ADN se almacendé a -20 °C hasta su uso. Para
verificar su pureza, se cuantifico el ADN por
espectrofotometria (Epoch).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa tiempo real
(4-PCR)

La obtencion de productos de amplificacion a partir
del ADN se llevo a cabo utilizando el método descrito
por Li et al. (2006), las mezclas de reaccion se
realizaron en un volumen final de 25 pl, usando un
master mix (MM) (kit High-Stability PCR de
GenScript®) los reactivos y las cantidades
especificas, se describen en el cuadro 2.

Después de mezclar bien todos los reactivos con
vortex, se pasaron 20 pL de MM en cada tubo, y 5 uL
de ADN se agitaron en vortex y se paso la muestra a
tubos SmartCycler de 25 puL se centrifugaron por 6 s
para asegurar que todo el volumen de reaccion
estuviera en el fondo de los tubos y se colocaron en el
termociclador (SmartCycler) programado de acuerdo
con los parametros que se mencionan mas adelante.
La cuantificacion bacteriana se realizé mediante la
metodologia de Vasconcelos ef al. (2021).

Cuadro 2. Cantidades de reaccion para PCR en ADN.

Reactivo pL
Primer HLB 30 uM F 2.00
Primer HLB 30 uM R 2.00
Primer COX 10 uM F 1.00
Primer COX 10 uM R 2.00

Buffer 10x 2.50
DNTP 0.50

Taq polimerasa 0.25
ADN 5.00
Sonda HLB 30 uM 2.00
Sonda COX 10 uM 3.00
Agua 4.75

Las condiciones del termociclador de la (q-PCR)
fueron las siguientes: 1 ciclo de pre-desnaturalizacion
a una temperatura de 94 °C durante 5 min. 40 ciclos
de amplificacion consistentes en desnaturalizacion
del ADN a 94 °C durante 30 s hibridacion del
oligonucle6tido al ADN de 58 °C durante 30 s,
extension de la cadena complementaria de ADN,
sintetizada por la DNA polimerasa a una temperatura
de 72 °C durante 30 s.

Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento agronomico se establecid bajo un
disefio completamente al azar, con 20, 18 y 16
repeticiones, los tratamientos se acomodaron en un
arreglo factorial 3x2x3, donde los factores fueron:
especie, estatus fitosanitario y portainjerto. El factor
especie con 3 niveles, el estatus fitosanitario con 2
niveles y el factor portainjerto con 3 niveles para
Citrus limon (Citrus aurantium, Citrus macrophylla
y Citrus volkameriana). Los datos se analizaron
mediante un andlisis de varianza y cuando fue
necesario, las medias de tratamientos se compararon
mediante la prueba de Tukey (P<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Entre 18 muestras de ADN extraido de Citrus limon
sobre portainjerto Citrus volkameriana de Giiémez,
Tamaulipas, 14 resultaron negativas para Candidatus
Liberibacter asiaticus y cuatro fueron positivas para
el mismo (Cuadro 3).
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Los valores de Ct de las muestras de ADN positivas
estuvieron entre 19 y 27. La calidad y la consistencia
de los extractos de ADN preparados a partir de estas
muestras se demostrd mediante los valores de TET Ct
obtenidos para el control interno (COX). También se
realizaron ensayos de PCR multiplex en tiempo real
con diluciones de 5 y 50 veces de las muestras de
ADN.

Cuadro 3. Cuantificacion de Candidatus Liberibacter
asiaticus en plantas de Citrus limon  sobre portainjerto
Citrus volkameriana.

la severidad de los sintomas de HLB en las hojas. Por
otro lado, Manjunath et a/. (2010) reportaron que con
muestras del insecto vector Diaphorina citri
obtuvieron nueve de las sesenta y siete extracciones
de ADN positivas para la bacteria con valores umbral
de FAM ct de 24 a 29.

Entre 20 muestras de ADN extraidas de Citrus limon
sobre portainjerto Citrus aurantium de Giliémez,
Tamaulipas, seis muestras resultaron positivas y 14
resultaron negativas para Candidatus Liberibacter
asiaticus. Los valores de FAM Ct de las muestras de

ADN positivas estuvieron entre 21 y 26. La calidad y
la consistencia de los extractos de ADN preparados a
partir de estas muestras se demostré mediante los

Planta TET ADNde FAM Numero de células
ct planta ct bacterianas (logio)
ng
1 16.08 15.61 19.86 5.89
2 17.07 16.60 Neg 0.00
3 14.82 14.35 Neg 0.00
4 16.95 16.48 Neg 0.00
5 15.65 15.18 Neg 0.00
6 16.41 15.94 Neg 0.00
7 15.67 15.20 Neg 0.00
8 15.98 15.51 Neg 0.00
9 16.68 16.21 Neg 0.00
10 20.16 19.69 Neg 0.00
11 14.54 14.07 Neg 0.00
12 16.64 16.17 27.23 3.76
13 16.55 16.08 Neg 0.00
14 15.57 15.10 Neg 0.00
15 16.50 16.03 Neg 0.00
16 17.25 16.78 Neg 0.00
17 15.81 15.34 24.55 4.54

valores de TET Ct ob-tenidos para el control interno
(COX) donde los valores de TET ct estuvieron entre
13 y 19. También se realizaron ensayos de PCR
multiplex en tiempo real con diluciones de 5 y 50
veces de las muestras de ADN. No se produjeron
resultados positivos adiciona-les, lo que indica que
los inhibidores de plantas de citricos no afectaron los
resultados de la PCR en tiempo real (Cuadro 4).

Ademas, Razi et al. (2014) en sus estudios
encontraron que en temperaturas donde se alcanzaban
casi los 50 °C Candidatus Libeibacter asiaticus esta
presente en un mayor numero arboles en comparacion
de lo reportado en Florida. Por otro lado, Lopez-
Buenfil et al. (2017) observaron titulos bacterianos
mas bajos a altas temperaturas en los arboles

No se produjeron resultados positivos adicionales, lo
que indica que los inhibidores de plantas de citricos
no afectaron los resultados de la PCR en tiempo real.
Por otra parte, Vasconcelos et al. (2020) estimaron
que la poblacion de Candidatus Liberibacter asiaticus
era de aproximadamente 1.6x10° células/hoja en el
mes de septiembre, asi mismo, que los titulos de CLas
en hojas sintomaticas y en hojas con aparentes
deficiencias  nutricionales  presentaron  una
significancia mas alta que en arboles con hojas
asintomadticas. En el mismo sentido, Hu ef al. (2014)
mencionaron que la poblacion de CLas fue
significativamente menor en los meses de diciembre,
enero y febrero. Sin embargo, Sauer et al. (2015)
reportaron que, con el aumento de la poblacion
bacteriana en el huésped, se presenta un aumento en
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infectados, ademds, se menciona que influyen las
estaciones del afio en las concentraciones de la
bacteria. Por otra parte, Tatineni et al. (2008)
mencionaron que se ha intentado describir la
distribucion sistémica de CLas dentro de los arboles
de citricos, sin embargo, no han tenido resultados
favorables.

Entre 16 muestras de ADN extraidas de Citrus limon
sobre portainjerto Citrus macrophylla de Giiémez,
Tamaulipas, 11 resultaron negativas para Candidatus
Liberibacter asiaticus y cinco fueron positivas para el
mismo. Los valores de FAM Ct de las muestras de
ADN positivas estuvieron entre 21 y 25. La calidad y
la consistencia de los extractos de ADN preparados a
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partir de estas muestras se demostré mediante los
valores de TET Ct obtenidos para el control interno
(COX) donde los valores de TET ct estuvieron entre
16y 23.

Cuadro 4. Cuantificacion de Candidatus Liberibacter
asiaticus en plantas de Citrus limon sobre portainjerto
Citrus aurantium.

Planta TET ADNde FAM Numero de células
planta bacterianas (log1o)
(ng)
1 15.87 15.40 Neg 0.00
2 17.59 17.12 Neg 0.00
3 16.69 16.22 Neg 0.00
4 16.63 16.16 Neg 0.00
5 14.44 13.97 Neg 0.00
6 16.11 15.64 Neg 0.00
7 19.15 18.68 Neg 0.00
8 15.56 15.09 Neg 0.00
9 15.26 14.79 24.97 4.42
10 15.56 15.09 26.76 3.90
11 15.49 15.02 Neg 0.00
12 13.43 12.96 Neg 0.00
13 17.16 16.69 Neg 0.00
14 16.16 15.69 Neg 0.00
15 15.97 15.50 25.92 4.14
16 16.52 16.05 26.52 3.97
17 16.48 16.01 21.64 5.37
18 15.80 15.33 Neg 0.00
19 17.42 16.95 24.82 4.46
20 15.98 15.51 Neg 0.00

También se realizaron ensayos de PCR multiplex en
tiempo real con diluciones de 5 y 50 veces de las
muestras de ADN. No se produjeron resultados
positivos adicionales, lo que indica que los
inhibidores de plantas de citricos no afectaron los
resultados de la PCR en tiempo real (Cuadro 5).

Nageswara-Rao ef al. (2013) sefialan que las plantas
de citricos positivas a la bacteria Candidatus
Liberibacter asiaticus pueden no mostrar sintomas
visibles por muchos afios asi mismo que la deteccion
del patdégeno no se pueda detectar. Pandey. (2021)
informan que las hojas alimentadas por Diaphorina
citri durante la etapa joven mostraron titulos
bacterianos mas altos de CLas.

Cuadro 5. Cuantificacion de Candidatus Liberibacter
asiaticus en plantas de Citrus limon sobre portainjerto
Citrus macrophylla.

Planta TET ADN de FAM Numero de células

planta (ng) bacterianas (logio)
1 16.20 15.73 25.56 4.24
2 19.36 18.89 Neg 0.00
3 19.72 19.25 24.32 4.60
4 16.53 16.06 Neg 0.00
5 16.53 16.06 Neg 0.00
6 20.41 19.94 Neg 0.00
7 17.46 16.99 Neg 0.00
8 16.37 15.90 Neg 0.00
9 16.17 15.70 24.38 4.59
10 23.74 23.27 21.20 5.50
11 16.44 15.97 Neg 0.00
12 16.99 16.52 Neg 0.00
13 16.59 16.12 Neg 0.00
14 16.47 16.00 Neg 0.00
15 17.19 16.72 23.74 4.77
16 17.90 17.43 Neg 0.00

Entre las muestras de ADN extraidas de Citrus limon
injertado sobre tres portainjertos en Giiémez,
Tamaulipas, no se observaron diferencias
significativas en el numero de células bacterianas
(logl0), lo que sugiere que la acumulacion de
Candidatus Liberibacter asiaticus fue relativamente
homogénea entre tratamientos. Cabe mencionar que
en la cantidad de ADN vegetal si se detectaron
diferencias significativas y en los valores de TET ct,
siendo Citrus volkameriana el portainjerto que
mostrd los valores mas bajos en ambos parametros.
Esto podria indicar una mayor eficiencia en la
amplificacion del ADN o una diferencia en la calidad
de tejido vegetal, lo que a su vez puede estar
relacionado con una respuesta fisiologica distinta
frente a la infeccion. Aunque la densidad bacteriana
fue estadisticamente similar, estas variaciones
sugieren que algunos portainjertos podrian modular
la interaccion planta-patogeno a través de
mecanismos distintos a la simple acumulacion
bacteriana. Por lo tanto, estos resultados resaltan la
importancia de considerar no solo la carga bacteriana,
sino también la fisiologia del hospedero (Cuadro 6).

19 ’ ISSN 3122-3907. VOL.1. NO.1. JULIO- DICIEMBRE 2025
A https://doi.org/10.29059/rmic.v1il.3



Portainjerto TETct ADNde FAM  Numero de
planta ct células
(ng) bacterianas
(log1o)
Citrus 17.75a 1729a 23.84a 474 a
macrophylla
Citrus 16.52 16.06 ab 24.28 a 4.6l a
volkamerian  ab
a
Citrus 16.16b 15.69b 25.10a 437a
aurantium

*Letra igual, no hay diferencia significativa.

Por otra parte, Vasconcelos et al. (2020) informaron
que los titulos de CLas varian de diez a 100 veces
entre la temporada alta y las temporadas con
poblaciones bajas de CLas, cabe mencionar que la
bacteria se transporta por el floema durante todas las
etapas fisiologicas. Ademas, Ibanez y Stelinski
(2020) mencionaron que la enfermedad causante del
HLB da como resultado copas cada vez menos densas
con hojas mas pequefias. Asimismo, Achor et al.
(2020) tuvieron como resultados que, en algunos
casos, se observan células bacterianas masa altas en
semillas abortadas.

CONCLUSIONES

El nimero de células bacterianas asociadas a
Candidatus Liberibacter asiaticus en Citrus limon
mostrd variacion seguin el portainjerto utilizado. El
portainjerto Citrus volkameriana present6 los valores
mas altos, con un rango de entre 4.2 y 5.5 logio, lo
cual sugiere una mayor acumulacion bacteriana en
comparacion con Citrus aurantium, cuyos valores
oscilaron entre 3.9 y 5.3 logio. Por su parte, Citrus
macrophylla  presentd6  un  comportamiento
intermedio, con valores entre 4.3 y 5.5. El portainjerto
puede influir en la densidad bacteriana, debido a
diferencias en la respuesta fisiologica o en la
susceptibilidad al patogeno. La eleccion del
portainjerto podria ser una herramienta estratégica en
el manejo del HLB, orientada a reducir la carga
bacteriana en plantas infectadas.
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