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Resumen

En México, el huanglongbing (HLB) causa drasticas pérdidas en el limon
mexicano (Citrus aurantifolia). Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), agente
causal del HLB en México, es una a-proteobacteria no-cultivable, restringida al
floema. Diversos estudios tendientes a cultivar a CLas in vitro han fracasado
debido a la inadaptabilidad de la bacteria. El objetivo de esta investigacion fue
desarrollar un método para co-cultivar a CLas en explantes in vitro, provenientes
de arboles de limon infectados con CLas. Hojas y segmentos nodales de una
planta de limon (cuatro afios), crecida en invernadero, y de una planta de diez
afios cultivada en un huerto de traspatio, fueron confirmadas como positivos a
CLas, mediante PCR. En una primera etapa (E1) de establecimiento, se probé
el hipoclorito de sodio (NaCIO) 1y 2%, exposicion de 15, 20 y 25 minutos, para
desinfectar la superficie de segmentos nodales provenientes de la planta de
limon procedente del invernadero. No hubo diferencias estadisticas entre
tratamientos (Tukey, p= 0.05), si bien la mayor desinfeccion (60%) se obtuvo con
NaClO 2%, 20 minutos. En un segundo ensayo de E1, se compararon mezclas
de procloraz (0.078, 0.031 mL “1) + clorotalonil (0.208, 0.078 mL 1), 1-9 hr de
exposicion, cada una seguido de una inmersion en NaClO 2% por 20 minutos,
para desinfectar segmentos nodales obtenidos en la planta de traspatio. No hubo
diferencias estadisticas entre tratamientos, aunque el mayor control (30%) se
obtuvo con procloraz + clorotalonil 0.031 + 0.078 mL " 6 horas, seguido de una
inmersion en NaClO 2% 20 minutos de exposicion. En una segunda etapa
(multiplicacién) se probaron 4 combinaciones de 6-Bencilaminopurina (6-BAP)
con acido naftalenacético ANA o kinetina K (incorporadas en el medio MS) para
estimular el desarrollo de brotes en explantes limpios sobrevivientes en E1. Hubo
un significativo mayor niumero de brotes promedio en los explantes cultivados en
MS+6-BAP (1 mg*1)+K (0.5 mg*?), en los cuales mediante PCR se confirmé a
ClLas. Los resultados comprobaron la efectividad de las técnicas del cultivo de
tejidos in vitro via organogénesis directa para cultivar segmentos nodales de

limén mexicano infectados con CLas.
Palabras clave: Citrus aurantifolia, Candidatus Liberibacter asiaticus, cultivo in vitro.



I. INTRODUCCION

El limon mexicano [Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle] es un importante cultivo
que se desarrolla en paises con clima subtropical. La importancia de este cultivo
se debe a su valor nutricional, principalmente por el alto contenido en vitamina C,
acido citrico y aceites esenciales; lo cual, a su vez, genera una enorme demanda
por parte de industrias de alimentos, medicinas, cosméticos, entre otras (FAO,
2014). Ademas, el proceso productivo y comercial del limén, deriva en una
fuentes de ingresos para miles de familias que dependen de esta actividad para
su sustento y una fuente de empleo para millones de jornaleros, que son
contratados para llevar a cabo las labores manuales que se requieren durante el

proceso de produccion (SIAP-SAGARPA, 2016).

México es el principal productor de limén mexicano en el mundo, con mas de
171,000 hectareas plantadas y un volumen de produccion superior a 2 millones
200 mil toneladas anuales. Los principales estados productores colindan con el
Océano Pacifico: Michoacan, Colima, Oaxaca y Guerrero (SIAP-SAGARPA,

2016).

La superficie dedicada a este cultivo ha registrado un incremento del 23% en los
altimos 10 afos. De las frutas cosechadas se destinaron aproximadamente el
40% al consumo fresco y el 60% a la industria, como insumo para elaborar
variados productos: aceites esenciales, jugos, concentrados, pectina, acido

citrico, cascara cristalizada y fermentos, entre otros (SAGARPA, 2016).



Existen diversos factores que influyen en el desarrollo de este cultivo, pero el
mas importante es la sanidad. En la actualidad, el cultivo de citricos en México
se encuentra amenazado por diversas plagas y enfermedades (SENASICA,
2016). Una de las principales plagas transfronterizas emergentes, que ha surgido
en los ultimos afios en América Latina y el Caribe es el Huanglongbing (HLB). El
HLB es una enfermedad originaria de Asia que afecta diversas especies de
citricos; actualmente se considera como la enfermedad mas devastadora de los
citricos en el mundo, debido a los dafios que causa, a la dificultad de su

diagnéstico y a la velocidad de su dispersion (FAO, 2014).

La enfermedad y los costos de su manejo traen consigo pérdidas directas en el
rendimiento, volumen y valor de la produccidon con consecuencias economicas,
sociales y ambientales negativas. El impacto econémico del HLB esta asociado
a la importancia de los hospedantes, entre los que se encuentran todas las

especies comerciales de citricos (FAO, 2014).

La reduccion del rendimiento en la produccion de frutos se produce
paulatinamente después de que la planta es infectada por el patdgeno, debido a
defoliacion, deformacién y caida de los frutos, con la consiguiente reduccién del
valor comercial de éstos. El HLB causa inevitablemente la muerte de las plantas
en un periodo maximo de ocho afos, una vez infectadas, dependiendo de la edad
y condiciones de cultivo (Bové, 2006). Por esta razén y a la falta de métodos
eficientes de manejo, se estima que a nivel global la enfermedad ha provocado
la pérdida de millones de arboles en paises como Sudafrica, donde se informé

hasta el 100 % de pérdidas de la cosecha (FAO, 2014). En México, el HLB se



detectd en 2009 y luego se disperso rapidamente en 22 estados productores. En
algunos estados como en Colima caus6 una reduccion del 58% en la produccion

(SENASICA, 2016).

Las enfermedades ocasionadas por microorganismos parasitos obligados de las
plantas son especialmente problematicas y provocan un serio impacto econdémico
en las regiones productoras. El agente causal del HLB es una a-proteobacteria
que se ubica en la categoria Candidatus, en la que se sitlan las bacterias que no
han podido ser cultivadas en medios artificiales, por lo que no cumplen con los

postulados de Koch (Bové, 2006).

Debido a la naturaleza fastidiosa de Candidatus Liberibacter spp., métodos
estandares microbiol6gicos no pueden ser aplicados directamente para el estudio
de la bacteria, por lo tanto, los detalles de la etiologia de la enfermedad son
limitados. A la fecha, la interaccion planta-microorganismo generada por la
infeccion de Candidatus Liberibacter spp. no ha sido bien estudiada (Zhao et al.,
2015), debido a la incapacidad de mantener condiciones adecuadas para el
desarrollo del organismo causal del HLB fuera de su hospedero (Sechler et al.

2008; Dauvis et al., 2008).

En el ambito de la biotecnologia existen métodos que permiten cultivar tejidos u
organos vegetales, bajo determinadas condiciones fisicas y quimicas en un
ambiente controlado (Loyola et al., 2008). El cultivo de tejidos es un método
ampliamente utilizado en diferentes especies del género Citrus (Samarina et al.,
2010). En el presente estudio se aplican técnicas de cultivo de tejidos en limon

mexicano para propagar material vegetal infectado con Candidatus Liberibacter



asiaticus, a partir de segmentos nodales de plantas maduras; con el proposito de
profundizar en el estudio de la biologia de la bacteria y, disponer de una fuente

constante de material vegetal positivo a HLB bajo condiciones controladas.

II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Establecer plantas de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle infectadas con

Candidatus Liberibacter asiaticus mediante el cultivo de tejidos.
2.2. Objetivos especificos

1) Identificar a Candidatus Liberibacter asiaticus en plantas de limon
mexicano donantes de tejidos para cultivo in vitro.

2) Desarrollar un método adecuado para el cultivo in vitro de segmentos
nodales de limén mexicano infectados con Candidatus Liberibacter

asiaticus.

lll. HIPOTESIS



El empleo de las técnicas del cultivo de tejidos vegetales permitira obtener y
mantener plantas de Citrus aurantifolia infectadas con Candidatus Liberibacter

asiaticus en condiciones in vitro.

IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Citricos

4.1.1. Origen y taxonomia

Los citricos cultivados pertenecen al orden de las Geraniales, familia de las
rutaceas y se agrupan bajo los géneros Citrus, Fortunella y Poncirus. Citrus, es
considerado el género mas importante de esta familia, por su amplia gama de
especies de interés para la fruticultura a nivel mundial. ElI género Citrus designa
las especies de grandes arbustos o arboles perennes (entre 5y 15 m), cuyos
frutos poseen un alto contenido en vitamina C y acido citrico, el cual les
proporciona sabor acido. El fruto caracteristico de las especies del género Citrus,

es un hesperidio (SIAP-SAGARPA, 2016).

Este género, oriundo del Asia tropical y subtropical esta conformado por tres
especies principales (Citrus maxima Merr., Citrus medica L. y Citrus reticulata

Blanco). En este género se ubican también numerosos hibridos cultivados,



incluyendo las especies mas ampliamente comercializadas, como los limones:
Citrus aurantifolia (Cristm.) Swingle, Citrus latifolia Tanaka, Citrus limon (L.)
Osbeck; la naranja Citrus sinensis (L.) Osbeck; el pomelo Citrus paradisi Macfad

y la mandarina Citrus reticulata Blanco (FAO, 2016).

4.1.2. Importancia de la citricultura a nivel mundial

La citricultura mundial ha experimentado importantes aumentos en su produccion
e industrializacién en la ultima década. La produccion anual supera las 163
millones de toneladas, lo que representa casi la quinta parte de toda la produccion
fruticola. Los principales paises productores de citricos son: China, Nigeria, India,

Colombia, Brasil, Estados Unidos y México (Figura. 1) (FAO, 2016).

2.60E-05
2.10E-05
1.60E-05
1.10E-05

6.00E-06
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Figura 1. Principales pises productores de citricos (FAOSTAT, 2016).

4.1.3. Importancia de la citricultura en México

La citricultura en México es una actividad de gran importancia econémica y social,
se estima que cerca de 69 mil familias dependen de los ingresos generados por

esta actividad. La citricultura nacional se ubica en regiones con clima tropical y



sub-tropical, concentrandose en 28 estados, con una superficie plantada de
530,209 hectareas y una produccion cercana a los 7 millones de toneladas
anuales. Los principales estados productores de citricos son: Veracruz,

Tamaulipas, Michoacan, Colima y Oaxaca (SIAP-SAGARPA, 2015).
4.2. LimOn mexicano
4.2.1. Morfologia

El limon mexicano (C. aurantifolia) (también conocido como limén gallego, limén
criollo, “mexican lime”, “west indian lime”, o “key lime”), es un arbol o arbusto de
4 a 5 m de altura, con tronco a menudo torcido y ramas con espinas axilares
cortas y duras. Las hojas son oblongo-ovales o eliptico-ovales, con una longitud
de2.5a9cmyl1l.5a5.5cmde ancho, con su base redondeada, apice recortado,
margenes ligeramente crenulados y los peciolos alados. Las flores son blancas
de 1.5 a 2.5 cm de diametro, fragantes, que se disponen en inflorescencias
axilares de 1 a 7 flores. Los frutos son ovales o globosos con un apice ligeramente
deprimido, de color verde oscuro al principio, pasando a verde amarillento o
amarillo en la madurez (Fig. 2). Los frutos miden generalmente de 3.5 a 5 cm de

diametro; su piel es delgada y se rompe con facilidad; la pulpa es verdosa, jugosa,

muy acida. Las semillas son pequefias y ovales (Davies y Albrigo, 1994).



Figura 2. Limon mexicano (Citrus aurantifolia): a) flores; b) hojas y frutos; c) arbol maduro.

4.2.2. Produccién nacional

El limon mexicano se desarrolla en la mayor parte del territorio nacional, con una
superficie plantada de mas de 81,000 hectareas. La produccion promedio anual
de frutos es superior a un millon de toneladas. Los principales estados
productores son; Michoacan (633,425 ton), Colima (166,804 ton), Oaxaca
(73,348 ton) y Guerrero (71,443 ton). Esta actividad genera mas de 70,000
empleos directos, 250,000 indirectos y la contratacion de 28 millones de jornales

al afio (SIAP-SAGARPA, 2016).

4.2.3. Principales enfermedades

4.2.3.1. Enfermedades virales y viroidales

Psorosis. Es una enfermedad de avance lento, tarda de 10 a 20 afios en
expresar los sintomas. Todas las especies de citricos son susceptibles y esta
presente en todas las areas citricolas de México. El sintoma caracteristico de la
enfermedad es el descortezamiento del &rbol en forma de escamas, localizadas
0 generalizado en el tronco o0 sus ramas. Los arboles se tornan improductivos al

poco tiempo de presentarse la enfermedad. El patdgeno asociado con la psorosis



es un virus de ARN de cadena simple, las particulas son filamentosas espiraladas
y pertenece al género Spirovirus. La enfermedad se ha eliminado con éxito
utilizando clones nucleares y el micro injerto in vitro y termoterapia. Los arboles
productores de semilla para porta injertos, deben también de ser indexados
porque existen informes de posible trasmision por semilla del virus (Veldzquez et

al., 2010).

Exocortis. Esta enfermedad esta distribuida en todas las areas citricolas de
México. Aproximadamente el 50% de los arboles estan infectados, pero como la
citricultura esta basada en el uso del porta injerto tolerante de naranjo agrio, no
hay sintomas visibles en los arboles. Los patrones trifoliados, citranges, lima
Rangpur, limas dulces y las cidras son susceptibles a la enfermedad. En los
arboles susceptibles la enfermedad produce un descortezamiento en el tronco
gue afecta de forma muy severa la produccion, aunque pocas veces mueren. La

enfermedad es producida por el viroide CEVd (Bernard et al., 2009).

Tristeza. Enfermedad originaria de Asia que se ha diseminado a todo el mundo
por medio de plantas o material vegetativo infectado. El agente causal de la
enfermedad es el Virus tristeza de los citricos, miembro de la familia
Closteroviridae, es trasmitido por varias especies de éfidos y su vector principal
es Toxoptera citricida. En general, los arboles se mantienen asintomaticos lo que

sugiere una prevalencia de variantes poco agresivas (Herrera et al., 2009).



4.2.3.2. Enfermedades bacterianas

Cancer de los citricos. Es causado por la bacteria Xanthomonas axonopodis
(Hasse) Vauterin con dos patovares (X. axonopodis pv. citri y X. axonopodis pv.
aurantifolii) distribuidos en todo Asia, Africa, en las islas del océano Pacifico e
indico y en América en Brasil, Argentina 'y E. U. A. Los sintomas caracteristicos
de la enfermedad en las hojas, frutos y tallos son costras o lesiones crateriformes
irregulares, mismas que en las hojas pueden rodearse por un halo amarillo, el
cual tiende a desaparecer conforme envejece la lesién. X. axonopodis es una
bacteria en forma de bastén, Gram negativa, con un flagelo polar (Graham et al.,

2004).

Clorosis Variegada. El agente causal es la bacteria limitada al xilema, Gram
negativa Xylella fastidiosa (Wells) cuyas células tienen triple pared celular
corrugada y pueden ser aisladas en medios especializados. Los sintomas
iniciales son pequefos puntos cloréticos sobre el haz de la hoja, mientras que
por el envés se desarrollan pustulas gomosas; posteriormente las manchas
amarillas forman un variegado clorético, las hojas nuevas son mas pequefias y
tienden a curvarse hacia arriba. El tamafio de los frutos se reduce y presentan
una maduracién precoz; su sabor es muy acido por lo que, no son aptos para su
consumo. El principal sintoma de la enfermedad es una marcada clorosis en las
hojas, en los espacios intervenales, con manchas obscuras visibles en el envés

y areas cloroticas en el haz (Hopkins y Purcell, 2002).

Huanglongbing (HLB). Huanglongbing la enfermedad mas destructiva, causada

por una bacteria restringida al floema de los citricos, tentativamente llamada



Candidatus Liberibacter spp. El sintoma primario es la aparicion de brotes
amarillos en el arbol, de alli el nombre de “Huanglongbing” (enfermedad del
dragon amarillo). EI amarillamiento general del arbol se debe a la presencia de
hojas amarillo palido, asi como hojas con manchas moteadas y de tamafio
reducido. Los frutos de los arboles afectados, son pequefios y pobres en jugo

(SENASICA, 2016).
4.3. Huanglongbing
4.3.1. Generalidades

El HLB es una de las mas graves enfermedades que han afectado a la citricultura
(da Graca, 2008), fue descrita hace mas de un siglo al este de Asia y en la
actualidad se encuentra presente en mas de 40 paises afectando a todas las
variedades comerciales de citricos, registrando importantes pérdidas

econdmicas en Asia, Africa, Medio Oriente y América (Esquivel et al., 2012).

El HLB es ocasionado por la bacteria Candidatus Liberibacter spp., que causa
inevitablemente la muerte productiva de las plantas, en un periodo maximo de
ocho afos; dependiendo de la edad y condiciones de cultivo. En el continente
americano, es transmitida por el psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri
Kuwayama el cual se encuentra distribuido en practicamente todas las zonas

citricolas de México (SENASICA, 2016).
4.3.2. Distribucion de la enfermedad

El HLB se detectd por primera vez en Asia (China) hace mas de un siglo;

posteriormente se informd su presencia en India y Sudafrica; a través de los afos



se disemind a otros paises de Asia, tales como Arabia Saudita, Butan, Filipinas,
Indonesia, Isla Reunion, Japdén, Madagascar, Malasia, Nepal, Pakistan, Sri
Lanka, Taiwan y Vietnam, entre otros. En 2004 se detecté en Brasil y en 2005 se
consignd en Estados Unidos; actualmente esta presente en muchos paises de

Centro América y del Caribe (CABI, 2006; NAPPO, 2012).

En México la enfermedad se detectd por primera vez en 2009 en arboles de
traspatio, en una comunidad costera del municipio de Tizimin, estado de Yucatan.
A la fecha se ha registrado su presencia en 22 estados productores entre los
cuales se encuentran: Yucatan, Quintana Roo, Nayarit y Jalisco en 2009; Sinaloa,
Campeche, Colima y Michoacan en 2010; Chiapas, Hidalgo, Baja California Sur
en 2011; Tabasco en 2012; Guerrero, Puebla y Zacatecas en 2013; Oaxaca en
2014; Veracruz, Querétaro, Baja California, San Luis Potosi, Tamaulipas y Nuevo

Leon en 2015, (SENASICA, 2016).

4.3.3. Sintomas

El HLB es una enfermedad que afecta los tejidos del floema y causa problemas
en la translocacion de foto asimilados en las plantas infectadas. Candidatus
Liberibacter spp. se distribuye de manera desigual en el floema de la planta
hospedera, en la nervadura central de las hojas, en raices, en diferentes partes
florales y frutos. Hasta la fecha, no se ha encontrado en el endospermo y
embriones de semillas procedentes de frutos infectados (Li et al.,, 2008). Los
arboles de citricos son frecuentemente afectados por otros problemas que

ocasionan sintomas similares que pueden confundirse con los del HLB. Los



sintomas en hojas pueden confundirse con deficiencias nutricionales, con dafios

de insectos u otras enfermedades (SENASICA, 2016).

Candidatus Liberibacter spp. tiene la capacidad de obtener su fuente de carbono
al metabolizar azucares (glucosa y fructosa) ocasionando un desbalance
metabdlico en el hospedero por reduccidn de nutrientes o por interferencia en la
transportacion de nutrientes debido a que provoca cambios a nivel ultra
estructural en el floema, asi como taponamientos en los poros cribosos debido a
la acumulacion de calosa y diversos foto asimilados, llevandolo a la expresién de

la enfermedad (Duan et al., 2009).

En los arboles de limon mexicano, la sintomatologia expresa un moteado difuso
asimétrico en las hojas maduras, manchas irregulares verdes-claras o amarillas
mezcladas con un verde normal sin una clara division entre ellas (por ambos
lados de la hoja). Las manchas generalmente no se extienden al otro lado de la
vena central, distribucion asimétrica que caracteriza a la enfermedad y la
distingue de sintomas de deficiencias nutricionales u otras enfermedades. Se
observa el aclaramiento y, en algunos casos, el engrosamiento de las nervaduras
de las hojas con un aspecto corchoso (Figura.- 3). Las hojas jévenes afectadas
permanecen de tamafio pequefio, presentan sintomas parecidos a deficiencias
de minerales como zinc, hierro, manganeso, calcio, azufre, boro y magnesio

(Maschio, 2011).

Las plantas muestran, en pocos afios después de ocurrida la infeccion, una
considerable defoliacion y muerte apical, generalizandose también el moteado y

el amarillamiento (SENASICA, 2016). Se desarrollan brotes mdultiples con hojas



pequefias, palidas y moteadas creciendo en posicion erecta. Durante la infeccion
se muestran fuertes floraciones con un pobre cuajado de frutos; se presenta la
caida prematura de frutos y los que se mantienen en el arbol son pequefios y
asimétricos (Fig. 3); toman la coloracion normal sélo en la parte expuesta al sol,
mientras que la otra parte toma una coloracién verde-olivo intenso (Gottwald et

al., 2009).

Los frutos de citricos dulces infectados con HLB presentan desarrollo anormal,
son pequefios y con lados irregulares de pobre coloracion. Estos poseen una
baja cantidad de jugo, ademas de poca concentracion de solidos solubles y
azucares, por lo que son muy acidos y no pueden utilizarse en la industria por su
sabor amargo-salado desagradable. Las semillas son pequefas, generalmente
atrofiadas (muy pocas logran buen desarrollo), con una coloracién obscura y
dispareja, a menudo con manchas. El sistema radicular se encuentra poco

desarrollado y con poca cantidad de pelos absorbentes (SENASICA, 2016).

4.3.4. Diseminacion

El HLB puede ser transmitido por el injerto de material vegetal infectado con
Candidatus Liberibacter spp., pero la principal forma de diseminacién de este
patégeno es a través de dos vectores: Diaphorina citri para las variantes asiatica
(CLas) y americana (CLam); Trioza erytreae Del Guercio para la africana (CLaf).
Ambos insectos pertenecen al Orden Hemiptera, Familia Psyllidae (Bove, 2006).
En México se encuentra presente el psilido asiatico de los citricos, Diaphorina
citri, y esta relacionado con la transmision de la especie Candidatus Liberibacter

asiaticus. Adultos y ninfas del tercer al quinto instar de D. citri, pueden adquirir a



la bacteria al alimentarse de una planta infectada con esta enfermedad (da Graca,

2008).

El psilido asiatico de los citricos requiere un periodo relativamente prolongado de
tiempo alimentandose de una planta infectada para adquirir a CLas, sin embargo
una exposicion prolongada a una fuente de alimento infectada, incrementa sus
probabilidades de adquirir a la bacteria hasta en un 39%. Las ninfas que emergen
de las oviposiciones de D. citri en arboles infectados con CLas, pueden adquirir

en un 100% de su poblacion a CLas, al alimentarse durante varias semanas de

una planta infectada (Pelz et al., 2010).

Figura 3. Sintomas de HLB en limén mexicano: a) moteado asimétrico y manchas color verde
claro de forma irregular; b) acorchamiento de nervaduras; c) frutos en desarrollo; d) verdeado en

arbol maduro.



4.3.5. Manejo de la enfermedad

Actualmente no existe cura para los arboles infectados con HLB y el manejo de
la enfermedad se basa en métodos preventivos: utilizacion de plantas
certificadas, monitoreo de las poblaciones de psilidos y aplicaciones de
insecticidas para el manejo del vector. Los arboles infectados con HLB son
erradicados para evitar que se conviertan en fuentes de in6culo diseminando la
enfermedad a plantas y huertas aledafas. En las huertas localizadas dentro de
los focos de HLB, o las cercanas al mismo, se deben realizar aplicaciones de
insecticidas sistémicos y de contacto para el control de D. citri como vector. Esta
actividad solamente seré efectiva si se acompafa de la deteccién y eliminaciéon
oportuna de plantas con sintomas (SENASICA, 2010), ademas de realizar
diferentes actividades para el manejo del mismo, teniendo presente que solo a

través de todas ellas se puede manejar un brote de esta enfermedad.

4.3.5.1. Control biolégico de D. citri

Se ha informado la existencia de dos especies de parasitoides de Diaphorina citri
en Asia: Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae) vy
Diaphorencyrtus aligarhensis (Hymenoptera: Encyrtidae). Ademas, en México se
han observado depredadores de D. citri como Chilocorus cacti, Harmonia
axyridis, entre otras especies de la familia Coccinellidae. Chrysoperla comanche
(Banks), Chrysoperla rufilabris (Burmeister), Chrysoperla carnea s. lat.,
Ceraeochrysa valida (Banks), entre otras especies de la familia Chrysopidae

(Cortez et al., 2016).



4.3.5.2. Control quimico para D. citri

El control quimico del psilido asiatico de los citricos esta basado en la aplicacion
de diversos insecticidas sintéticos (Rogers et al., 2011) las cuales han sido
eficientes hasta un 90% (INIFAP, 2010). Sin embargo, la resistencia a
insecticidas se ha desarrollado en poblaciones de campo de D. citri (Tiwari et al.,
2011), por lo cual, es recomendable la implementacion de un programa de
aplicacion de insecticidas para el manejo del psilido asiatico de los citricos
(INIFAP, 2010) que consiste en monitorear las poblaciones de psilidos y realizar
diversas aplicaciones de insecticidas con diferente modo de accion. Es
importante que los grupos de insecticidas propuestos estén basados en el
manejo de grupos toxicologicos de acuerdo al modo de accion, en diferentes
etapas de aplicacion de acuerdo al desarrollo del cultivo, para evitar la seleccion

de resistencia del insecto (IRAC, 2016).

Para el caso de plagas cuarentenarias, como el HLB de los citricos, las campafias
oficiales de monitoreo tienen como objetivo detectar oportunamente la aparicién
de brotes en las zonas citricolas y urbanas (traspatios) del pais, asi como el
control de los brotes detectados. Para ello, se realiza la busqueda de sintomas
similares a los ocasionados por el HLB, asi como la toma de muestras vegetales
y de psilidos para su diagndéstico en la Estacion Nacional de Epidemiologia,
Cuarentena y Saneamiento Vegetal y otros laboratorios aprobados por la DGSV,
para en caso de una deteccion positiva implementar las actividades de

confinamiento, control y/o supresion (SENASICA, 2016).



4.3.6. Candidatus Liberibacter spp

El agente causal del HLB es una a-proteobacteria gram negativa que pertenece
a la familia Rhizobiaceae y se ubica en la categoria Candidatus, categoria
corresponde a bacterias que no han cumplido con los cuatro postulados de Koch
debido a que no han podido ser cultivadas en medios artificiales. Actualmente se
han identificado tres especies de la bacteria: Ca. Liberibacter asiaticus (CLas),
Ca. Liberibacter americanus (CLam) y Ca. Liberibacter africanus (CLaf) (Bové,
2006), siendo CLas el agente causal del HLB identificado en México. La
distribucion de ClLas es heterogénea en el floema de la corteza del tallo,
nervadura central de las hojas, algunas raices, en partes florales y del fruto
(principalmente en el pedunculo). A la fecha, no se ha encontrado en el
endospermo y embriones de semillas procedentes de frutos infectados (Tatineni

et al., 2008).

Se han ensayado varios métodos para el control de las bacterias en plantas
infectadas, tales como: aplicaciones de antibiéticos y otras moléculas (Zhang et
al., 2012); asi como termoterapia (Hoffman et al.,, 2013). También se han
desarrollado métodos para obtener material vegetal sano a partir de arboles con
HLB como el micro injerto in vitro de apices caulinares (MIV) (Juéarez et al., 2015;
Zamora et al., 2015); esta ultima técnica result6 la méas eficaz para la eliminacién
de los patogenos sistémicos en citricos y se utiliza, generalmente, combinada
con termoterapia. La exclusion de HLB mediante MIV se confirmoé
experimentalmente en 1987 en China, y luego se utilizé satisfactoriamente por

otros autores en diferentes paises (Zhao et al., 2010).



4.3.6.1. Identificaciéon de CLas mediante PCR convencional

El diagndstico para identificar a Candiatus Liberibacter asiaticus hace empleo de
métodos moleculares. La PCR se basa en la replicacion celular en la que actuan
varias proteinas para sintetizar dos nuevas hebras de ADN a partir de otra que
funciona como molde (Serrato et al., 2014). Los cebadores o primers son
disefiados en base a la secuencia de interés y sintetizados artificialmente, a la
secuencia de ADN. Estos oligonuclettidos delimitan la secuencia a ser
amplificada (Garbus et al., 2004). La electroforesis permite separar fragmentos
de ADN en funcién de su tamafio, visualizarlos mediante una sencilla tincién, y
de esta forma determinar el contenido de &cidos nucleicos de una muestra,

teniendo una estimacion de su concentracion y grado de entereza (Fierro, 2014).

4.3.6.2. Cultivo in vitro de Candidatus Liberibacter asiaticus

Se han realizado diversos trabajos con el propdsito de establecer las condiciones
adecuadas para el cultivo de Candidatus Liberibacter asiaticus en condiciones
artificiales. En 2008, Sechler y colaboradores, disefiaron un medio de cultivo con
extracto de venas de citricos, registrando un desarrollo sostenido por hasta cinco
transferencias de colonias simples de la bacteria, antes de que disminuyera su
viabilidad. Ese mismo afio (2008), Davis y colaboradores intentaron aislar a CLas
realizando el co-cultivo de la misma en presencia de una actinobacteria presente
en los citricos. Los co-cultivos mantuvieron su viabilidad durante diez

transferencias semanales a medio fresco. La inadaptabilidad de CLas a medios



artificiales y condiciones externas a las células de su hospedero, dificultan el
estudio y comprension de su biologia. En consecuencia, no existe cura y el
manejo regional de la enfermedad (medidas de cuarentena, plantas certificadas,
eliminacién de fuentes de inoculo y manejo del insecto vector) es la Unica solucién

disponible para el control de la misma (SENASICA, 2015).

4.4. Cultivo de tejidos vegetales

4.4.1. Cultivo de tejidos vegetales

En la biotecnologia, el cultivo de tejidos vegetales constituye un conjunto de
técnicas utilizadas para el cultivo aséptico de células, tejidos y 6rganos
(explantes) bajo condiciones in vitro. El cultivo de tejidos vegetales se
fundamenta en la totipotencia celular; explora las condiciones que promueven la
division celular y la regeneracion de plantas en base a la informacidén genética
gue éstas contienen en sus células. Para que las células expresen su potencial
intrinseco, es necesario proveerles artificialmente las condiciones fisicas y

quimicas apropiadas (Loyola et al., 2008).

4.4.2. Asepsia

Las condiciones fisicas en las que normalmente se incuban los cultivos, propician
un ambiente favorable para la proliferacion de microorganismos (hongos y
bacterias) que pueden destruir los cultivos. Uno de los principales requisitos para
un exitoso cultivo de tejidos vegetales, es mantener los cultivos libres de

microorganismos contaminadores que se albergan en la superficie de los tejidos



de las plantas (Roca y Mroginsky, 1993). Esta contaminacion puede evitarse
esterilizando la superficie del material vegetal, antes de establecerlo en el medio
de cultivo. Hongos y bacterias sistémicos, o bien que invaden el interior de los
tejidos, son dificiles de eliminar, generalmente este material se descarta del

cultivo de tejidos (Bhojwani y Dantu, 2013).

La esterilizacidon es el proceso mediante el cual un material, lugar o superficie se
libera completamente de cualquier microorganismo vivo o espora. En la
terminologia médica y de quienes trabajan con cultivo de tejidos vegetales,
utilizan la palabra aséptico como sinénimo de estéril. La desinfeccidn se limita a
utilizar métodos quimicos para la eliminacién de microorganismos, mientas que
la esterilizacion hace uso de métodos fisicos para llevar a cabo el mismo
propésito. La solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) en concentraciones del 1%
al 3%, es una de las preparaciones mas utiles como germicida y agente oxidante,
ya que sirve para la esterilizacién de casi cualquier tipo de superficie, siempre y
cuando no ocasione lesiones y/o dafios en el tejido. EI NaClO se ha utilizado
ampliamente como esterilizante superficial de tejidos de las plantas debido a su
amplio rango de efectividad y la facilidad con la que se enjuaga para eliminar

residuos oxidantes indeseables (Roca y Mroginski, 1993).

La adicion de agentes tenso activos junto con el desinfectante es una practica
recomendada. Entre los mas usados figuran Tween-20 (0,01-0.1%). El lavado
previo de los explantes con agua corriente y detergentes, ayuda a una mejor
desinfeccion. La inmersion de los explantes en soluciones conteniendo

sustancias antibioticas y /o antimicoticas puede ser de utilidad, pero deben ser



utilizados en casos excepcionales. Es muy dificil conseguir cultivos estrictamente
asépticos dado que en la mayoria de los casos es altamente probable que los
mismos contengan virus y fitoplasmas, por lo que en la practica, cuando se refiere
a cultivos asépticos, en general se quiere significar que son cultivos donde no se

produce la proliferacion de hongos y bacterias (Mroginski et al., 2004).
4.4.3. Medio de cultivo

En el cultivo de tejidos vegetales, se requiere de un medio en el cual, se debe
proveer al explante los elementos necesarios para lograr su crecimiento y éptimo
desarrollo (Loyola et al., 2008). Un medio de cultivo puede ser definido como una
formulacion de sales inorganicas y compuestos organicos, requeridos para la
nutricion y manipulacion de los cultivos (Mroginski et al., 2004). Es importante
elegir el medio apropiado para el propdsito del cultivo; el medio més utilizado para
el cultivo de tejidos vegetales es el propuesto en 1962 por Murashige y Skoog
(Loyola et al., 2008). Hay que considerar que, existen innumerables
formulaciones de medios, pero cada uno de ellos debe suministrar (Roca y

Mroginski, 1993; Mroginski et al., 2004):

- Carbono. Muy pocos cultivos in vitro son autétrofos. Practicamente todos
los cultivos son heter6trofos y por ende necesitan del suministro de una
fuente de carbono en el medio. La sacarosa es el aztucar mas utilizado.

- Minerales. El medio debe proveer cualitativamente los mismos nutrientes
esenciales que requiere una planta completa (macronutrientes y

micronutrientes).



Vitaminas. Los medios de cultivo contienen comunmente algunas
vitaminas. De todas las que se incorporan a los medios, pareciera que la
tiamina es la Unica realmente imprescindible para el buen crecimiento de
los cultivos.

Agente gelificante. Se adiciona al medio para proveer, en medio solidos,
mayor soporte al explante. El agar (0.6 y 1.0%) es el compuesto mas
utilizado. También pueden emplearse agar gel (0.4-0.6%), transfer gel
(2.0-2.6%), phyta gel (0.25- 0.4%), agarosa (0.8-0.9%) y gelrite (0.1-0.2%).
Reguladores de crecimiento vegetales. En algunos -cultivos es
necesario agregar reguladores de crecimiento al medio, para estimular
respuestas morfo génicas en los cultivos, algunos contienen auxinas
(ANA, 2,4-D, AIA, AIB, NOA) y/o citocininas (6-BAP, BA, Kinetina, ZEA,
2iP, Thidiazurén). En algunos casos giberelinas (en especial AGs). Son
requeridas en algunas ocasiones para el cultivo de meristemos o para la
elongacion de brotes.

Otros compuestos. Se pueden utilizar antibidticos para controlar
patdogenos. Ademas de la glicina, otros aminoacidos como la L-tirosina,
asparagina y cisteina, son incorporados como una fuente inmediata de
nitrégeno. El carbon activado (0.1 a 5%) suele ser incorporado al medio,
dado que es probable que absorba metabolitos toxicos para los cultivos.
También son frecuentemente utilizados acidos organicos como el malico,
el citrico, el piravico y el succinico, asi como L-glutamina y caseina

hidrolizada. Aun hoy se siguen utilizando ciertos componentes de



composicion quimica no bien definida como agua de coco (5 a 15%), jugo

de tomate y puré de banana.

4.4.4. Efecto de los reguladores de crecimiento vegetales

Los reguladores de crecimiento vegetales son mensajeros quimicos que,
actuando en muy bajas concentraciones regulan los mecanismos para el
desarrollo y crecimiento de los 6rganos vegetales, estimulando o inhibiendo la
division y la diferenciacion celular. Estos incluyen compuestos que, pueden ser
sintetizados de manera artificial, asi como las fitohormonas que se producen de

manera natural en el interior de las plantas (Neumann et al., 2009).

Aunque, los explantes contienen ciertos niveles de fitohormonas enddgenas
(reguladores de crecimiento sintetizados naturalmente), en ocasiones es
necesario suplementarlos de manera exdgena para provocar una respuesta por
parte del explante. La naturaleza de los reguladores utilizados para suplementar
el medio varia de acuerdo a la variedad de la planta, la naturaleza del tejido y a
la etapa del cultivo (induccion a la formacion de callos, embriogénesis somatica,

diferenciacion de raices, brotes o multiplicacion) (Bhojwani y Dantu, 2013).

Dos de los mas importantes reguladores de crecimiento utilizados para controlar
organogénesis y embriogénesis son los grupos de las citoquininas y las auxinas,
mismas que estimulan la diferenciacion celular en el cultivo. Una sefal mayor de
citoquininas promueve la formacion de brotes (Al-Barhany, 2002). Las auxinas

estan involucradas en el desarrollo de muchos procesos en las plantas,



incluyendo la elongacién de vastagos y entrenudos, tropismos, dominancia
apical, abscision y enraizamiento. En el cultivo de tejidos, las auxinas son
utilizadas para inducir la divisién celular, diferenciacion celular, embriogénica y
organogénica. Generalmente, bajas concentraciones de auxinas favorecen la
iniciacion del enraizamiento, mientras que, en altas concentraciones, inducen a

la formacion de callos (Bhojwani y Dantu, 2013).

En la naturaleza, las citoquininas estan involucradas en la division celular,
modificacion de la dominancia apical y la diferenciacion de brotes. La
incorporacion de estos compuestos en el medio de cultivo principalmente
desencadena la division celular, para inducir la diferenciacion de brotes
adventicios de callos y 6rganos, y para la proliferacion de brotes adventicios
liberandolos de la dominancia apical de las yemas axilares (Bhojwani y Dantu,
2013). El efecto de los reguladores de crecimiento varia, la respuesta en la planta

es particular incluso entre variedades e hibridos (Pérez y Ochoa, 1997).

4.4.5. Morfogénesis y organogénesis

La morfogénesis es la regeneracion tejido celular vegetal, para dar lugar a una
nueva planta mediante embriogénesis somatica u organogéenesis. Ambas vias
(embriogénesis y organogénesis) involucran un desarrollo organizado, que
consiste en que las células se vuelvan competentes mediante su des
diferenciacion y asi, estas adquieran la capacidad de responder a sefales
hormonales. Aplicando sefales hormonales exdgenas, las células son inducidas
a formar 6rganos especificos. Posteriormente, las células forman organos y

adquieren la capacidad de diferenciacion, para cumplir funciones especificas



independientemente de la aplicacion de sefiales hormonales exdgenas (Pérez,

2013).

La organogénesis es la formacion de raices o brotes a partir de una seccion de
tejido vegetal. La via para regenerar una planta puede ser indirecta, formando
callos; células no especializadas, desorganizadas e indiferenciadas; o directa, sin
formacion de callos, formando células diferenciadas que dan origen a una nueva
estructura a partir del tejido original de la planta. En la organogénesis directa
existen dos vias que derivan en el desarrollo de estructuras: organogénesis axilar
en la cual se forman brotes a partir de yemas preexistentes; u organogénesis
adventicia, en la cual hay una induccién de regiones meristematicas (Pérez,

2013).

4.4.5.1. Organogénesis en citricos

La regeneracion de citricos por organogénesis ha sido estudiada de manera muy
apmlia. Destacan dos principales métodos propuestos para la micro propagacion
de citricos (Carimi y De Pasquale, 2015). El primero se basa en los siguientes
pasos: 1) establecimiento de cultivos primarios; 2) incubacion de explantes en
medio para proliferacion (en presencia de citoquininas o citoquininas con
auxinas) tendiente a inducir la regeneracion de brotes; 3) incubacion de los brotes
regenerados (1-2 cm) en medio de enraizamiento (en presencia de auxinas); 4)
incubacion de los brotes enraizados en medio de elongacion (medio basal sin
reguladores de crecimiento vegetales); 5) establecimiento de las plantas en
sustrato (Duran et al., 1989). El segundo método se basa en los siguientes pasos:

1) establecimiento de cultivos primarios; 2) incubacion de explantes en medio



para proliferacion (en presencia de citocininas o citocininas con auxinas) para
inducir la regeneracion de brotes; 3) incubacion de los brotes regenerados (1-2
cm) en medio de elongacion (en presencia de citoquininas con acido giberelico);
4) incubacion de los brotes elongados (2.0 cm) en medio de enraizamiento (en
presencia de auxinas); 5) establecimiento de las plantas en sustrato (Chakravarty

y Goswami, 1999; Paudyal y Haq, 2000).

El cultivo de tejidos es un método ampliamente utilizado en diferentes especies
del género Citrus (Samarina et al., 2010). Algunas de las areas donde se ha
aplicado incluye: el cultivo y morfogénesis de tejido de citricos infectado con virus
tristeza de los citricos y virus clorosis variegada de los citricos (Duran et al.,
1988); regeneracion de plantas de Citrus acida a partir de callos (Chakravarty y
Goswami, 1999); cultivo de protoplastos (Rathore et al., 2007); seleccion in vitro
de resistencia a diversos patdgenos e investigaciones moleculares (Pérez et al.,
2010); propagacion y enraizamiento de tres especies de citricos porta injertos
utilizando diferentes reguladores de crecimiento vegetales (Pérez et al., 2012);
micro propagacion de Citrus limon sin semilla'y evaluacion de la fidelidad genética
de las plantas micro propagadas utilizando marcadores RAPD (Goswami et al.,

2013).

4.4.5.2. Organogénesis en limon mexicano

La organogénesis directa mediante el cultivo de tejidos vegetales, se ha utilizado

en algunos experimentos en limén mexicano, como: cultivo de tejidos de Citrus



sinensis, Citrus medica y Citrus aurantifolia (Duran et al., 1989); regeneracién de
plantas de C. aurantifolia a partir de raices (Bhat et al., 1992); regeneracién de
mandarina y limon mexicano por organogénesis directa (Pérez y Ochoa, 1997);
estudio del efecto de fitohormonas en la multiplicacion y enraizamiento de C.
aurantifolia (Al- Bahrany, 2002); micro propagaron de C. aurantifolia establecido

a partir de semillas (Hernandez et al., 2013).

V. MATERIALES Y METODOS

El sitio de estudio se llevo localizé en el Laboratorio de Biologia Molecular de
Fitopatogenos, del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo
Integral Regional (CIIDIR) del Instituto Politécnico Nacional (IPN), Unidad
Sinaloa, durante el periodo comprendido de agosto del 2015 hasta agosto de

2016.
5.1. Material vegetal

Inicialmente, en la primera etapa de la desinfeccion, se utilizaron 70 muestras
procedentes de una planta de liméon Mexicano (C. aurantifolia) mayor de cuatro
afios cultivada en condiciones de invernadero, inoculada mediante injerto de
yemas infectadas con CLas sobre el patron de limén volkameriano (Citrus
volkameriana, Ten. y Pasq). La planta se desarroll6 en maceta de 40 litros de

capacidad con 20 kg de sustrato (30% peat moss, 30% tierra de rio y 40% perlita,



v/v) y se mantuvo en invernadero con luz natural a una temperatura de 23-28°C

y humedad relativa de 31-45%.

En diciembre de 2015, en la planta donante, asi como en el total de las plantas
de limon mexicano en condiciones de invernadero; se presentaron dafios en la
parte aérea, secando los tejidos desde el apice y avanzando en direccion
descendente; sintomas similares a los ocasionados por Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon y Maubl. (Picos et al., 2014), lo que culminé en la
muerte de las plantas. Por lo cual, en enero de 2016, fue necesario encontrar una

fuente alterna de material vegetal infectado con CLas.

Se utilizaron 90 muestras de Citrus aurantifolia, procedentes de una planta con
sintomas de HLB, mayor a diez afios localizada en el patio de una casa de la
comunidad San José de la Brecha, municipio de Guasave (N 25° 20.418", O 108°
26.4687). La planta desarrollada en el suelo de la region, expuesta a la
temperatura y condiciones ambientales locales, no habia recibido aplicaciones

de fertilizantes y carecio de un manejo fitosanitario adecuado.
5.2. Colecta de muestras para la identificacion de CLas

Se utilizaron las nervaduras de 10 hojas con sintomas de HLB para la
identificacion molecular de la bacteria. Mientras que, para el cultivo de tejidos
vegetales se utilizaron los segmentos nodales de las ramas con sintomas de

HLB, de las plantas con CLas (PCR+).

En el primer muestreo (noviembre 2015) se colectaron diez ramas con hojas

sintomaticas en un arbol de limén mexicano, cultivado en condiciones de



invernadero. El segundo muestreo se realizé en arboles de limén mexicano en
condiciones de traspatio en enero del 2016, se colectaron 10 ramas con hojas
sintomaticas. Los sintomas caracteristicos en el material vegetal muestreado,

fueron el moteado asimétrico por ambos lados de las hojas y manchas de color

verde claro con formas irregulares (Fig. 4).

Figura 4. Sintomas de HLB en arboles de limén mexicano desarrollados en el municipio de
Guasave, Sinaloa: a) hojas con moteados clorgticos y manchas de forma irregular color verde

claro; b) rama donante de segmentos nodales; c) rama de limén mexicano con sintomas.

5.3. Identificacién molecular de CLas por PCR en arboles de limén mexicano

5.3.1. Extraccion de ADN de nervaduras

Para la identificacion de CLas en las muestras de arboles limén mexicano en
condiciones de invernadero y traspatio, se utilizaron hojas con sintomas putativos
a HLB. Las nervaduras, separadas de la lamina foliar, se congelaron con
nitrogeno liquido (-195.8°C), posteriormente fue liofilizado (LABCONCO, USA) y
pulverizado.

El ADN total se obtuvo mediante el método de CTAB (bromuro de cetil-trimetil-

amonio) al 3% con algunas modificaciones (Zhang et al.,, 1998). Para la



extraccion de cada muestra se utilizo 20 mg de tejido liofilizado. A cada muestra
se le adicion6 800 pL del buffer de extraccion de ADN con CTAB al 3% (1.4 M
NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8, 0.2% R-mercaptoetanol)
precalentado a 60°C. Posteriormente se incub6é a 60°C por 30 minutos, se
adicion6 a cada muestra 600 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se
mezcld por inversion siete veces. Las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm
durante 10 minutos y se recuperé el sobrenadante. Después se adicion6 40 pL
de enzima RNAsa (20 ug pL “1) y se incubd por 20 minutos a 37°C. Se
adicionaron 600 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezclé por
inversion varias veces y se centrifugd a 13,000 rpm por 10 minutos. Se recuperé
el sobrenadante y se precipité el ADN con 600 pL de isopropanol (-20°C) al 100%.
Se centrifugd inmediatamente por 10 minutos a 13,000 rpm y se elimind el
sobrenadante. La pastilla obtenida se lavé con 1,000 pL de etanol al 70% y se
centrifugd por 4 minutos a 13,000 rpm. Finalmente se dej6 secar la pastilla que
contiene el ADN y se re suspendi6 en 50 uL de agua bidestilada estéril. EI ADN

obtenido se almacend a -20°C para su analisis posterior.
5.3.2. Determinacion de la concentracion y calidad del ADN

Para determinar la concentracion de ADN se utiliz6 un espectrofotometro
NanoDrop ND-2000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA), obteniendo la concentracion de ADN en ng pL?®. La
relacion A260/A280 (ADN/proteina) se utilizd para verificar la pureza y calidad
del ADN extraido, considerandose como valores de referencia A260/A280>1.8

(Cuadro 6).



Para determinar la integridad del ADN se realizo la electroforesis en geles de
agarosa al 0.8% tefido con bromuro de etidio (0.2 yL mL 1). Se cargaron 2 uL
de la muestra del ADN junto con 6 pL de agua bidestilada estéril y 2 uL de buffer
de carga (colorante naranja G). El gel se corrié a 80 v durante 40 minutos. Las
bandas se visualizaron en un trans iluminador de luz ultravioleta y se colocaron
en un foto documentador de imagenes para registrar resultados (GelDoc, Biorad,

U.S.A).
5.3.3. Identificacién de CLas mediante PCR

El estado sanitario de las plantas muestreadas se confirmé molecularmente
utilizando la metodologia de PCR convencional utilizando los cebadores o
iniciadores especificos rplA2/rplJ5 (Cuadro 1), que amplifican un fragmento de
703 pb correspondiente a ADN ribosomal de la region 16s del B-operon de la

bacteria (Hocquellet et al., 1999).

Cuadro 1: Cebadores (primers) utilizados en la identificacion de Candidatus
Liberibacter asiaticus, en tejidos de limén mexicano.

Cebadores Secuencia Referencia
A2 TATTAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT Hocquellet et al.,
J5 ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA 1999

Los ensayos de PCR se realizaron en micrtubos (Eppendorf) de 200 pyL con un
volumen total de reaccién de 25 yL, conteniendo 14.8 pyL de agua bidestilada
estéril, 2.5 pL de buffer (1x), 1 uL de MgCl, (2 mM), 0.5 pL de nucledétidos

trifosfatados o dNTP’s (0.2 mM), para el caso de los primer A2/J5; 0.2 pyL (1



unidad) de Tag ADN polimerasa (Invitrogen Life Technologies, Brasil) y 0.5 uL
(0.2 pmol) de cada primer (A2/J5). Se utilizaron 5 pL (20 ng pL?') de ADN
genomico total en cada una de las reacciones realizadas. Las mezclas se
incubaron en un termo ciclador automatico (Veriti™, Applied Biosystem). Se
utilizaron las siguientes condiciones: una desnaturalizacién inicial a 94 °C por dos
minutos; 35 ciclos de: desnaturalizazcion de 30 segundos a 94 °C; acoplamiento
por 30 segundos a 62 °C y polimerizacion durante un minuto a 72 °C; con una

extension final a 72 °C por diez minutos.

5.3.4. Electroforesis del producto de PCR

Para determinar la presencia de CLas en el tejido de los explantes in vitro se
utilizaron geles de agarosa al 0.8%, tefiidos con bromuro de etidio a una
concentracion de 0.2 yL mL2. Se cargaron 8 uL de la muestra del producto de
PCR, junto con 2 pL de buffer de carga (colorante naranja G), un control positivo
a CLas, un control negativo (Agua bi destilada y buffer con colorante naranja G)
y un marcador de peso molecular de 1 kb. Se aplicaron 80 v durante 80 minutos.
Finalmente, las bandas se visualizaron en un trans iluminador de luz ultravioleta
y se colocaron en un foto documentador de imagenes para registrar resultados

(GelDoc, Biorad, U.S.A)).
5.4. Cultivo de tejidos vegetales

El trabajo consistié de dos fases: establecimiento (Etapa 1= E1) y multiplicacion

(Etapa 2 = E2).



En E1 se corrieron dos ensayos, en el que se probaron tratamientos quimicos
buscando un producto eficaz en la eliminacién de contaminantes fangicos y
bacterianos, pero que fuera tolerado por CLas presente en los segmentos
nodales. En un primer ensayo de se comparo la eficacia del hipoclorito de sodio,
en la desinfeccion de segmentos nodales de limon mexicano, procedentes de un
arbol de 4 afos desarrollado en condiciones de invernadero, diagnosticado por
PCR como infectado por CLas. En un segunda ensayo, se comparo la eficacia
de mezclas de dos fungicidas quimicos (procloraz y clorotalonil) en segmentos
nodales, de un arbol de limén mexicano de diez afios, procedente de un arbol de

traspatio, también infectado con CLas.

En la etapa de multiplicacién (E2), los explantes infectados con CLas, que
sobrevivieron y resultaron limpios en E1, se sometieron a tratamientos

hormonales, tendientes a obtener un rapido desarrollo in vitro.
5.4.1. Medio de cultivo

Para las etapas de establecimiento y multiplicacion del vegetal, se empleé el
medio de cultivo propuesto por Murashige y Skoog (1962), con vitaminas MS
(Cuadro 2), a una concentracion de 4.43 g ! (Phytotechnology Laboratories);
suplementado con sacarosa (30 g - 1) (Sigma-Aldrich) y como agente gelificante
se agregaron 3.0 g ! de Gellan Gum Powder (Phytotechnology Laboratories), se
afiadieron reguladores del crecimiento vegetal de acuerdo a la etapa del cultivo.
El medio se distribuy6 en volimenes de 15 mL en tubos de ensaye (150 mm X

25 mm) para la fase de establecimiento y 25 mL en frascos de vidrio (250 ml)



para la fase de multiplicacion. Los recipientes con el medio de cultivo se

esterilizaron en autoclave a 15 psi/ 121°C, durante 20 minutos.

Cuadro 2. Composicion del medio basal Murashige y Skoog con vitaminas MS.

Componente Mg -+t
Nitrato de amonio 1650
Acido bérico 6.2
Cloruro de calcio, anhidro 332.2
Cloruro de cobalto+*6H20 0.025
Sulfato caprico*5H20 0.025
Na2EDTA+2H20 37.26
Sulfato ferroso *7H20 27.8
Sulfato de magnesio, anhidro 180.7
Sulfato de manganeso+*H20 16.9
Acido molibdico (Sodium Salt)s 2H.0 0.25
Yoduro de potasio 0.83
Nitrato de potasio 1900
Fosfato monobasico de potasio 170
Sulfato de zincs7H20 8.6
Glicina (base libre) 2
Mio-inositol 100

Acido nicotinico (acido libre) 0.5




Piridoxina*HCI 0.5

Tiamina<HCI 0.1

5.4.2. Desinfeccion de segmentos nodales de limén mexicano

5.4.2.1. Evaluacioén del hipoclorito de sodio

Los segmentos nodales se lavaron con agua corriente y detergente Tween 20
(0.1%); después se enjuagaron tres veces con agua destilada. Se utilizé
hipoclorito de sodio (NaClO) 1% y 2%, como agente desinfectante con detergente
Tween 20 (0.1%) como agente tenso activo, comparando tres periodos de
exposicion: 15, 20 y 25 minutos (Cuadro 3). Una vez transcurrido el tiempo, el
material vegetal se enjuago tres veces con agua destilada estéril y se secé sobre

papel filtro, para proceder a su establecimiento in vitro.

En este bioensayo, se utilizd un disefio completamente al azar, en el cual se
probaron seis tratamientos y un testigo (Cuadro 3) con diez repeticiones; cada

explante representd una repeticion.

Cuadro 3. Comparacion de tratamientos a base de hipoclorito de sodio para
desinfectar segmentos nodales provenientes de un arbol de limén mexicano
previamente cultivado en un invernadero de investigacion.

Concentraciéon de NaCIO Tiempo de inmersion

(%) (minutos)




Testigo 0

1 15
1 20
1 25
2 15
2 20
2 25

Concentracion de ingrediente activo. Cloralex (51 % NaClO).

5.4.2.2. Evaluacioén de fungicidas quimicos sintéticos

El arbol de liméon mexicano, del cual se obtuvo material para el ensayo con
hipoclorito, se secd y murié aparentemente por una infeccion fungica. Ante la falta
de otro arbol de limén mexicano cultivado en invernadero, que permitiera obtener
nuevos segmentos nodales limpios, se opto por utilizar como fuente donadora a
otro arbol, pero en este caso proveniente de un huerto de traspatio, para realizar
un segundo bioensayo. Cabe aclarar que en el bioensayo anterior, la ineficacia
del hipoclorito de sodio en la desinfeccion de segmentos nodales, provocé que al
final del ensayo no se contara con material suficiente para poder continuar con la
siguiente fase del trabajo (multiplicacion). Por lo tanto, se realiz6 un nuevo
ensayo, en el que se probaron otros tratamientos desinfectantes a base de

clorotalonil+ procloraz (Cuadro 4).

Los segmentos nodales provenientes de un arbol desarrollado en condiciones de
traspatio, se lavaron previamente con agua corriente y detergente Tween 20
(0.1%), después se enjuagaron tres veces con agua destilada. En la campana de

flujo laminar, los segmentos se sumergieron en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2



% con detergente Tween 20 (0.1%) durante 20 minutos, después se sometieron
a diferentes tratamientos a base de clorotalonil y procloraz, cada uno a dos
concentraciones y ocho periodos de exposicion (Cuadro. 4). El tratamiento
testigo, consistio en enjuagar los segmentos nodales con agua destilada estéril y
secarlos sobre papel filtro para proceder a su establecimiento in vitro. Una vez
transcurrido el tiempo determinado para cada tratamiento con clorotalonil y
procloraz, los segmentos se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. De
nuevo, los segmentos se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se
recortaron los extremos y se secaron sobre papel filtro para proceder a su
establecimiento in vitro.

En la evaluacion del efecto de fungicidas sintéticos quimicos, sobre la
desinfeccidn, se utilizé un disefio completamente al azar, el cual se compone por
ocho tratamientos y un testigo con diez repeticiones, cada explante represento

una repeticion.

Cuadro 4. Comparacion de tratamientos a base de combinaciones de clorotalonil
y procloraz, para desinfectar el material vegetal proveniente de un arbol de limén
mexicano en condiciones de traspatio.

Concentracion i.a. Tiempo de inmersién

Fungicidas

(mL 1) (h)
Agua estéril - -
Procloraz + Clorotalonil 0.078 + 0.208 2
Procloraz + Clorotalonil 0.078 + 0.208 3
Procloraz + Clorotalonil 0.078 + 0.208 4
Procloraz + Clorotalonil 0.078 + 0.208 5

Procloraz + Clorotalonil 0.031 + 0.078 6




Procloraz + Clorotalonil 0.031 + 0.078 7
Procloraz + Clorotalonil 0.031 + 0.078 8

Procloraz + Clorotalonil 0.031 +0.078 9

a Concentracion del ingrediente activo (i.a.). Sportak® 45CE (31.25 % procloraz). ECO® 720
(52.0% Clorotalonil).

En todos los tratamientos, excepto el testigo absoluto, el material tratado con la mezcla
clorotalonil+procloraz se sumergi6 en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2 % con detergente Tween
20 (0.1%) durante 20 minutos.

En ambos experimentos se midio la contaminacion, de acuerdo al porcentaje de
muestras con signos de infeccion por agentes microbianos, y se comparé el
comportamiento entre los tratamientos durante cuatro evaluaciones semanales,

a partir del establecimiento.

5.4.3. Establecimiento in vitro de segmentos nodales de limén mexicano

El cultivo de tejidos vegetales inicia con el establecimiento del material vegetal
en condiciones in vitro; para ello, las actividades correspondientes a la presente
etapa del ensayo, se realizaron en la campana de flujo laminar, con el propdsito
de proporcionar las condiciones de asepsia adecuadas para realizar el cultivo.
Las muestras provenientes, tanto de plantas de C.aurantifolia en condiciones de
invernadero, como en huerto de traspatio, se disecaron en segmentos nodales
con una yema axilar, con una longitud maxima de 2.0 cm y un diametro
aproximado de 0.5 cm. Después de aplicarle al material vegetal los tratamientos
de desinfeccion descritos en el apartado anterior, los segmentos se secaron
sobre papel filtro, se cortaron ambos extremos (aproximadamente 2.0 mm)
utilizando bisturi y pinzas estériles, debido a que generalmente en estas zonas
se observo oxidacion del tejido. Los segmentos se establecieron sobre 15 mL de

medio MS (con vitaminas MS) (Murashige y Skoog, 1962) (Cuadro 2), dentro de



tubos de ensaye de vidrio (25 mm x 150 mm) (Figura 6), un segmento por tubo

de ensaye; los tapones de los tubos se fabricaron con algodén y gasa.

Los tubos con explantes se colocaron en camara de crecimiento a una
temperatura de 27°C, humedad relativa 60% y un fotoperiodo de 16 h luz durante
30 dias. Cada semana se documentdé por escrito y mediante imagenes

fotograficas, la evolucion de los explantes.

Una vez concluida la etapa de establecimiento (El), la eficacia de los
tratamientos en la desinfeccion se estimo o cuantificé considerando las siguientes

variables:

a) Desinfeccion (%). Se determiné segun el numero de explantes

contaminados del total que se ensayaron.

b) Supervivencia (%). Se calculé considerando la proporcion de explantes

Vivos Y sin contaminacion.

c) Desarrollo de brotes (%). Se estim6 segun por el nUmero de explantes

con brotes axilares desarrollados.

5.4.4. Multiplicacion de brotes in vitro

Después de cumplir con el tiempo de incubacion especificado para la etapa de
establecimiento, se seleccionaron los explantes libres de contaminacion, tanto
los que desarrollaron brotes axilares durante su incubacion en la etapa de
establecimiento, asi como los segmentos que no desarrollaron brotes. Los brotes
se seccionaron eliminado la dominancia apical; en todos los explantes se

disecaron restos de tejidos como callosidades, asi como las hojas mas



desarrolladas y tejidos con sefales de dafio por oxidacion; luego se transfirieron
a frascos de vidrio con nuevo medio de cultivo (MS con vitaminas), suplementado
con reguladores de crecimiento, segun los respectivos tratamientos. Los
explantes se establecieron en 25 mL de medio MS (Murashige y Skoog, 1962)

con vitaminas MS (Cuadro 2) contenidos en frascos de vidrio (250 mL).

Con el propdsito de incrementar el nimero de brotes regenerados a partir de
segmentos nodales, se evaluo el efecto de reguladores de crecimiento vegetales
como citoquininas 6-BAP (= 6-bencilaminopurina) (Phytotechnology
Laboratories) y K (= Kinetina) (Phytotechnology Laboratories); la auxina ANA (=
acido 1-naftalenacético) (Sigma-Aldrich), agregados previamente al medio de
cultivo para estimular la formacion de nuevos brotes (organogénesis directa) en
los explantes (segmentos nodales) provenientes de arboles de limon mexicano
infectados con CLas. Las actividades correspondientes al presente ensayo se
realizaron en campanas de flujo laminar con el propdsito de proporcionar las

condiciones de asepsia adecuadas para realizar el cultivo de tejidos vegetales.

Cuadro 5. Comparacion entre tratamientos a base de reguladores de crecimiento
vegetales incorporados en el medio de cultivo MS vitaminado, para estimular la
formacion de brotes.

Concentracioén
(mg LY

Reguladores de crecimiento vegetales?

ANA 0.01
6-BAP 0.1




6-BAP + ANA 0.1 +0.01
6-BAP + K 0.1+05

a Reguladores de crecimiento vegetales. 6-BAP (= 6-bencilaminopurina); ANA (= acido 1-
naftalenacetico); K (= Kinetina).

Los frascos se colocaron en una cdmara de crecimiento a una temperatura de
27°C, humedad relativa 50% y un fotoperiodo de 16 h luz, durante cuatro
semanas; posteriormente se realizé un sub cultivo, durante el cual, los explantes
se cambiaron a nuevo medio de cultivo (MS vitaminado) suplementado con
reguladores de crecimiento, segun los respectivos tratamientos, donde se
incubaron durante cuatro semanas adicionales. Cada semana se efectuaron
evaluaciones con registro escrito de las variables evaluadas y se tomaron

fotografias de la evolucién de los brotes.

Para la interpretacion de los datos en la etapa de multiplicacion se utilizd un
disefio completamente al azar en el cudl se probaron cuatro tratamientos y un

testigo con diez repeticiones, cada explante representd una repeticion.

Después de cuatro semanas en incubacion, las variables evaluadas fueron:

a) Coeficiente de multiplicacién (%). Se determiné calculando, en
promedio, la cantidad de brotes nuevos por explante en relacion al nimero
inicial.

b) Longitud de brotes (cm). Se calcul6 la longitud media de los brotes
desarrollados.

c) Numero de hojas por brote. Se cuantific6 el promedio del nUmero de

hojas presentes en los brotes desarrollados.



5.5. Identificacion molecular de CLas por PCR en explantes in vitro de limén

mexicano

Para la identificacion de CLas en explantes de limén mexicano en condiciones in
vitro, se utilizaron tejidos (brotes), asi como explantes completos seleccionados
al azar, después de cuatro y ocho semanas de cultivo en el medio de
multiplicacion. Las muestras se congelaron con nitrogeno liquido (-195.8°C) para
posteriormente someterse a un proceso para liofilizar el tejido y proceder a
pulverizarlo. El procedimiento para la extraccion del ADN total y para la
identificacion molecular de CLas fue idéntico al descrito previamente en el
apartado 6.3 (identificacion molecular de CLas por PCR en arboles de limon

mexicano).

5.6 Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos en los experimentos de desinfeccion y la fase de
multiplicacion fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) y
cuando hubo diferencias significativas, se realiz6 la prueba de Tukey para la
comparacion de medias con un nivel de confiabilidad de 0.05, utilizando el

paquete SAS®.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacién molecular de CLas por PCR en arboles de limén mexicano



6.1.1. Extraccion de ADN de nervaduras

El ADN total extraido presenté bandas sin impurezas, lo cual sugiere que
presentd buena calidad al ser evaluado por electroforesis en geles de agarosa.
Los valores de concentracion de las muestras, estimadas mediante el
espectrofotbmetro NanoDrop, oscilaron entre los 115 y 280 ng pLt y con una

relacion 260/280 que varié de 1.91 a 1.92 (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores de la concentracion y rango de pureza del extracto de ADN,
obtenidos mediante CTAB 3%, a partir de material vegetal tomado de un arbol de
limén mexicano desarrollado en un invernadero y otro cultivado en traspatio.

Concentracion de ADN Rango de Pureza
Muestra
ng uL? 260/280
Invernadero 280.8 191
Traspatio 115.6 1.92

En su conjunto, todos estos valores fueron Gtiles para la realizacion de los analisis

de identificacién molecular.

6.1.2. Identificacion de CLas por PCR

La utilizacion de los iniciadores A2/J5, resulté en la amplificacion de ADN en
muestras de arboles de limén mexicano, con sintomas de HLB, colectadas en

campo e invernadero (Fig. 5).
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Figura 5. Productos de amplificacién de la reaccion de la PCR convencional para
la identificacion de Candidatus Liberibacter asiaticus en arboles de limén
mexicano: M: marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen Life
Technologies); carril 1: control positivo (CLas); carril 2: control negativo (agua);
carril 3: planta desarrollada en condiciones de invernadero; carril 4: planta
desarrollada en condiciones de traspatio.

La presencia de bandas con un peso molecular de 703 pb en el gel de agarosa
(0.8%), coincidié con lo informado por algunos autores, al igual que con control
positivo de CLas utilizado en este ensayo (Ruangwong y Akarapisan, 2006). El
carril uno mostré una banda que corresponde al control positivo de CLas. El carril
dos, corresponde al control negativo. En los carriles tres y cuatro, se observo la
presencia de bandas, correspondientes a un arbol desarrollado en condiciones
de invernadero y a un arbol desarrollado en condiciones de traspatio,

respectivamente, ambos con sintomas asociados con el HLB (Fig. 5). El peso de



estos fragmentos de ADN amplificados coincidid con el esperado para la
identificacion de CLas, segun la metodologia utilizada (Hocquellet et al., 1999).
Las bandas sugieren la amplificacion de fragmentos de ADN ribosomal de la
bacteria, esto permite la identificacion directa de la especie Candidatus
Liberibacter asiaticus segun lo informado por Hocquellet y colaboradores (1999),
asi como por Ruangwong y Akarapisan (2006). El resultado de esta técnica
confirmo la presencia de CLas en los arboles muestreados, lo que permitio

realizar el cultivo de tejidos vegetales.

6.2. Desinfeccion de segmentos nodales de limén mexicano

6.2.1. Evaluacion del hipoclorito de sodio

Se logré la desinfeccion, de un reducido porcentaje, de segmentos nodales de
limén mexicano, provenientes de una planta desarrollada en condiciones de
invernadero, utilizando hipoclorito de sodio (Cuadros 7, 8, 9 y 10). Al final de la
evaluacion (Cuadro 10), ningun tratamiento presentod diferencia significativa con
respecto al resto de los tratamientos segun la prueba de Tukey (a= 0.05), sin
embargo, los mejores resultados se obtuvieron con la solucion desinfectante al
2% con una exposicion de 20 minutos. Este tratamiento alcanz6 el 60% de
supervivencia con 40% de contaminacion microbiana sin ocasionar dafios en los
tejidos, lo que permiti6 que dos terceras partes de los explantes desinfectados
lograran desarrollar brotes a partir de las yemas axilares (Cuadro 10). Se observé
gue la mayoria de los contaminantes detectados corresponden a bacterias que

forman burbujas por debajo de la superficie del medio.



Cuadro 7. Efecto de distintas concentraciones y periodos de exposicion en
hipoclorito de sodio para desinfectar segmentos nodales de limén mexicano,
durante la primera evaluacion semanal.

Tiempo
o . ~ Desarrollo
Concentracién de Contaminacién Supervivencia
de brotes
(NaClO %) inmersion (%) (%)
: (%)
(minutos)

testigo 0 0 100 0

1 15 0 100 0

1 20 0 100 0

1 25 0 100 0

2 15 0 100 0

2 20 0 100 0

2 25 0 100 0

Cuadro 8. Efecto de distintas concentraciones y periodos de exposicion en
hipoclorito de sodio para desinfectar segmentos nodales de limén mexicano,
durante la segunda evaluacion semanal.

Tiempo
S . ~ Desarrollo
Concentracién de Contaminacién Supervivencia
de brotes
(NaClO %) inmersion (%) (%)
. (%)
(minutos)
Testigo 0 100 0
1 15 10 90 10
1 20 10 90 10
1 25 10 100 20
2 15 50 50 10
2 20 0 100 20
2 25 0 100 0




Cuadro 9. Efecto de distintas concentraciones y periodos de exposicion en
hipoclorito de sodio para desinfectar segmentos nodales de limon mexicano,
durante la tercera evaluacion semanal.

Tiempo
o . ~ Desarrollo
Concentracién de Contaminacion Supervivencia
de brotes
(NaClO %) inmersion (%) (%)
: (%)
(minutos)
Testigo 0 100 0 0

1 15 80 20 20

1 20 40 60 20

1 25 50 50 20

2 15 80 20 20

2 20 40 60 40

2 25 50 50 30

Cuadro 10. Efecto de distintas concentraciones y periodos de exposicion en
hipoclorito de sodio para desinfectar segmentos nodales de limén mexicano,
durante la evaluacion final.

Tiempo
S . ~ Desarrollo
Concentracién de Contaminacién Supervivencia
) o de brotes
(NaClO %) inmersion (%) (%)
. (%)
(minutos)

Testigo 0 100 @ 0a oab

1 15 802 202 202

1 20 602 40 @ 202

1 25 602 40 @ 202

2 15 802 202 202

2 20 404 60 2 402

2 25 602 404 402

a Medias con la misma letra en cada columna son iguales de acuerdo a la prueba de Tukey a una
P<0.05 + error estandar de la media (n=5).



Los resultados del presente ensayo demuestran la relativa ineficacia del NaClO
como agente desinfectante superficial para material vegetal, al utilizar como
fuente de segmentos nodales un arbol desarrollado bajo condiciones de
invernadero (Al-Khayri, 2001; Samarina et al., 2010; Bhojwami y Dantu, 2013).
En nuestro estudio, el mejor tratamiento (numéricamente) con la solucion
desinfectante al 2% durante 20 minutos desinfectd tan solo el 60% de los
segmentos, a diferencia del 88% de desinfeccion informado por Hernandez y
colaboradores (2013), utilizando NaCIlO 1% durante 20 minutos, en segmentos

de plantas de C. aurantifolia provenientes de semillas germinadas in vitro.

6.2.2. Evaluacion de fungicidas quimicos sintéticos

Aungue no se logré la desinfeccion de segmentos nodales de limén mexicano,
provenientes de una planta desarrollada en un huerto de traspatio, con algunos
tratamientos a base de clorotalonil con procloraz, ademas de hipoclorito de sodio,
se logré desinfectar un total de 12 explantes. Ninguno de los tratamientos
presento diferencia significativa (Cuadros 11, 12, 13 y 14) con respecto al testigo
segun la prueba de (Tukey a= 0.05), sin embargo, los mejores resultados
numéricos se obtuvieron con la mezcla de clorotalonil (0.078 mL L) + procloraz
(0.031 mL L) durante 6 horas, seguido del tratamiento con una solucién de
NaClO al 2% durante 20 minutos (Cuadro 14). Este tratamiento alcanzo el 30%
de supervivencia con 70% de contaminacion microbiana sin ocasionar dafios en
los tejidos, lo que permitié que dos terceras partes de los explantes desinfectados

lograran desarrollar brotes a partir de las yemas axilares (Cuadro 14).



Cuadro 11. Efecto de distintas concentraciones y periodos de exposicion de la
mezcla de clorotalonil + procloraz para desinfectar segmentos nodales de limén
mexicano, durante la primera evaluacion semanal.

- Tiempo
Concentracion . L . . Desarrollo
. . de Contaminaciéon Supervivencia
Fungicidas i.a. inmersién (%) (%) de brotes
(mL LY ) 0 0 (%)

Testigo 0 0 100 0 0
Procloraz + ¢ 20 | 208 2 10 90 0
Clorotalonil
Procloraz + ) 28 | 908 3 20 80 0
Clorotalonil
Procloraz + ) 120 | 208 4 0 100 0
Clorotalonil
Procloraz + ) 20 | 908 5 10 90 0
Clorotalonil
Procloraz + ) 131 4 078 6 0 100 0
Clorotalonil
Procloraz + ) 31 | 078 7 10 90 0
Clorotalonil
Procloraz + ) 31 | 5078 8 10 20 0
Clorotalonil
Procloraz + ) h31 | 078 9 0 100 0
Clorotalonil

Concentracion del ingrediente activo (i.a.). Sportak® 45CE (31.25 % procloraz). ECO® 720
(52.0% Clorotalonil). Una vez transcurrido el tiempo determinado para cada tratamiento con
clorotalonil y procloraz, los segmentos se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se
sumergieron en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2 % con detergente Tween 20 (0.1%) durante 20
minutos.

Cuadro 12. Efecto de distintas concentraciones y periodos de exposicion de la
mezcla de clorotalonil + procloraz para desinfectar segmentos nodales de limén
mexicano, durante la segunda evaluacion semanal.

- Tiempo
Concentracion . ., . . Desarrollo
- . de Contaminacion Supervivencia
Fungicidas i.a. inmersién (%) (%) de brotes
(mL LY ) ’ ’ (%)

Testigo 0 0 100 0 0
Procloraz + 574 . 5508 2 40 60 0
Clorotalonil
Procloraz + ) 579 . () 508 3 50 50 20
Clorotalonil
Procloraz + ) 579 . () 508 4 30 70 10
Clorotalonil
Procloraz + ) 79 () 508 5 50 50 10
Clorotalonil
Procloraz + 53, , 978 6 40 60 20
Clorotalonil
Procloraz + 53, , 978 7 50 50 0
Clorotalonil
Procloraz + 539 , 978 8 70 30 0
Clorotalonil
Procloraz + ) 59 078 9 50 50 0

Clorotalonil




Concentracién del ingrediente activo (i.a.). Sportak® 45CE (31.25 % procloraz). ECO® 720
(52.0% Clorotalonil). Una vez transcurrido el tiempo determinado para cada tratamiento con
clorotalonil y procloraz, los segmentos se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se
sumergieron en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2 % con detergente Tween 20 (0.1%) durante 20
minutos.

Cuadro 13. Efecto de distintas concentraciones y periodos de exposicion de la
mezcla de clorotalonil + procloraz para desinfectar segmentos nodales de limén
mexicano, durante la tercera evaluacion semanal.

., Tiempo
Concentracion d . L, . . Desarrollo
Fungicidas i a _ e 3 Contarg/mamon Super\é/lven(:la de brotes
(mL L3P mmzar:)smn (%) (%) (%)

Testigo 0 0 100 0 0
Procloraz + ) 579 . () 208 2 50 50 0
Clorotalonil
Procloraz +
Clorotaloni  0-078 +0.208 3 60 40 20
Procloraz + 574 . 5508 4 50 50 10
Clorotalonil
Procloraz + 574 . 5508 5 70 30 10
Clorotalonil
Procloraz + 55, , 978 6 60 40 20
Clorotalonil
Procloraz + ) 59 (078 7 70 30 10
Clorotalonil
Procloraz + ) 59 078 8 80 20 0
Clorotalonil
Procloraz + 537 , 978 9 60 40 0
Clorotalonil

Concentracion del ingrediente activo (i.a.). Sportak® 45CE (31.25 % procloraz). ECO® 720
(52.0% Clorotalonil). Una vez transcurrido el tiempo determinado para cada tratamiento con
clorotalonil y procloraz, los segmentos se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se
sumergieron en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2 % con detergente Tween 20 (0.1%) durante 20
minutos.

Cuadro 14. Efecto de distintas concentraciones y periodos de exposicion de la
mezcla de clorotalonil + procloraz para desinfectar segmentos nodales de limén
mexicano, durante la evaluacion final.

., Tiempo
Concentracion . L . . Desarrollo
Fungicidas i _ de 5 Contaminaciéon Supervivencia de brotes
b inmersion (%) (%) o
(mL L) ) (%)
Testigo 0 0 100 @ o2 o2
Procloraz + ) 76, 0 208 2 902 102 0a
Clorotalonil
Procloraz + ) 76 4 0 208 3 802 202 202
Clorotalonil
Procloraz + ) 76 . 208 4 802 202 108
Clorotalonil
Procloraz + ) 76 . 208 5 802 202 108

Clorotalonil




Procloraz +

. 0.031 + 0.078 6 702 302 202
Clorotalonil
Procloraz + . ) .
Clorotalonil  0:031+0.078 7 80 20 10
Procloraz +, \31 0078 8 1002 0a 0s
Clorotalonil
Procloraz +, \a1 0078 9 1002 0a 0s
Clorotalonil

a Medias con la misma letra en cada columna son iguales de acuerdo a la prueba de Tukey a una
P<0.05 * error estandar de la media (n=5); ® Concentracién del ingrediente activo (i.a.). Sportak®
45CE (31.25 % procloraz). ECO® 720 (52.0% Clorotalonil). Una vez transcurrido el tiempo
determinado para cada tratamiento con clorotalonil y procloraz, los segmentos se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril, se sumergieron en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2 % con
detergente Tween 20 (0.1%) durante 20 minutos.

La mezcla de clorotalonil + procloraz en dos diferentes dosis y con diferente
tiempo de inmersién, seguido de inmersion en hipoclorito de sodio resultd poco
efectiva contra la contaminacion microbiana de los segmentos nodales. Se
observé que la mayoria de los contaminantes detectados corresponden a
bacterias que forman burbujas por debajo de la superficie del medio y a hongos
de micelio filamentoso, los cuales, se sometieron a pruebas microbiologicas
como; cultivo in vitro, observacion de estructuras y caracterizacion morfolégica.
Los altos niveles de contaminacion sugieren que el establecimiento es la etapa
mas problematica para realizar el cultivo de tejidos (Rocca, 1993). La utilizacién
de plantas donantes previamente desarrolladas en condiciones de invernadero,
puede reducir el indice de contaminacién (Rathore et al., 2004), por lo que se
debe evitar el uso de explantes provenientes de plantas de campo (Mroginski et
al., 2004). Esto aplica especialmente en especies lefiosas perennes como los
citricos (Samarina et al., 2010). Arboles cultivados en huertos de traspatio estan
propensos a la invasion de microorganismos contaminantes, lo que complica la

desinfeccién (Bhojwami y Dantu, 2013).



6.4. Establecimiento in vitro de segmentos nodales

Se observo el desarrollo de brotes generados a partir de las yemas axilares de
los segmentos nodales después de cuatro semanas en la camara de incubacion
(Fig. 6). Los brotes regenerados mostraron una apariencia saludable y una
coloracion verde similar a las plantas en condiciones ambientales
convencionales. Por lo anterior se estim6 que se encontraban en una condicién

ideal para su utilizacion en la siguiente etapa del cultivo de tejidos vegetales.

Figura 6. Explantes de limon mexicano cultivados in vitro: a) segmento nodal
durante la primera semana de la etapa de establecimiento; b) desarrollo de brote
a partir de la yema axilar del segmento nodal durante la cuarta semana de la
etapa de establecimiento.

Después de 10-30 dias en incubacion, en los segmentos nodales se hizo evidente
la regeneracion vegetativa de los brotes, resultado que se asemeja al tiempo de
respuesta morfogénica de otras variedades de limones (Samarina et al., 2010).
El medio MS utilizado proporcioné las condiciones nutricionales necesarias para
la supervivencia de los tejidos de limén mexicano y para el desarrollo éptimo de
brotes a partir de segmentos nodales, resultados similares a lo informado

previamente (Al-Bahrany, 2002; Al-Khayri, 2001; Hernandez et al., 2013).



6.5. Multiplicacion de brotes in vitro

Después de 20-30 dias en el medio de multiplicacion, se observo el desarrollo de
nuevos brotes en los explantes (Fig. 7). La respuesta morfogénica fue evaluada

registrando parametros biométricos como la cantidad de brotes por explante, la

longitud de los brotes y el nUmero de hojas en los mismos.

Figura 7. Explantes de limon mexicano con brotes desarrollados in vitro a partir
de segmentos nodales: a) brote axilar desarrollado en medio MS (control); b)
brote axilar desarrollado en medio MS con 1 mg L 6-BAP; c) brote axilar
desarrollado en medio MS con 0.1 mg Lt ANA; d) brote axilar desarrollado en
medio MS con 1 mg L* 6-BAP y 0.1 mg Lt ANA; e) brotes (axilar y adventicios)
desarrollado en medio MS con 1 mg L* 6-BAP y 0.5 mg L™! Kinetina.

La longitud promedio de los brotes durante la evaluacion final oscil6 de 0.6 cm a

1.2 cm, sin diferencias significativas entre los tratamientos (Fig. 8).
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Figura 8. Longitud promedio de los brotes regenerados, por efecto de los
tratamientos con reguladores de crecimiento vegetales, en el medio de cultivo en
explantes de limon mexicano. @ Medias con la misma letra en cada columna son
iguales de acuerdo a la prueba de Tukey a una P<0.05 % error estandar de la
media (n=5).

Los brotes generados a través de la organogénesis directa, a partir de segmentos
nodales de limén, desarrollaron longitudes de 0.5 a 2 cm, coincidiendo con lo
informado en otras especies del género Citrus (Duran et al., 1989); fue también
similar a lo informado para C. acida Roxb. (Chakravarty y Goswami, 1999), al
igual que para C. limon (Goswami et al., 2013). La adicion de ANA o K a 6-BAP
no mostré efecto sobre la elongacion de los brotes, a diferencia del desarrollo
mostrado por la combinacion de ANA 'y 6-BAP en C. limon (Rathore et al., 2004),
C. jambhiri Lush. (Virk y Nagpal, 2010), asi como en C. sinensis y C. limonia

(Peixoto, 2010).

El promedio del nimero de hojas por brote oscilé entre 1.5 y 3.0 en todos los
tratamientos, sin diferencias significativas (Fig. 9). La combinacién de 6-BAP con

ANA o K no mostré ningun efecto sobre el nimero de las hojas desarrolladas.
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Figura 9. Numero de hojas (promedio) en los brotes regenerados, por efecto de
los tratamientos con reguladores de crecimiento vegetales, en el medio de cultivo
en explantes de limén mexicano. 2 Medias con la misma letra en cada columna
son iguales de acuerdo a la prueba de Tukey a una P<0.05 + error estandar de
la media (n=5).

El nUmero de brotes en el tratamiento con 6-BAP y Kinetina oscil6é entre 0 y 6, en
el tratamiento con 6-BAP de mantuvo en un rango entre 0 y 3; mientras que, en
los demas tratamientos, el maximo numero de brotes por explante fue 2. Aunque
la mayoria de los explantes desarrollaron brotes, el nimero de éstos por explante
varié considerablemente de acuerdo a la presencia de los reguladores de
crecimiento en el medio. De acuerdo a la prueba de Tukey (a= 0.05) el mejor
tratamiento fue 1 mg L* 6-BAP y 0.5 mg L Kinetina, este presentd diferencias
significativas, en cuanto al coeficiente de multiplicacion, con respecto al testigo

(Fig. 10). Los explantes en el medio MS sin reguladores de crecimiento, soélo

desarrollaron un brote a partir de las yemas axilares.
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Figura 10. Coeficiente de multiplicacion, por efecto de los tratamientos con
reguladores de crecimiento vegetales, en el medio de cultivo en explantes de
limén mexicano. 2 Medias con la misma letra en cada columna son iguales de
acuerdo a la prueba de Tukey a una P<0.05 % error estandar de la media (n=5).

Se ha demostrado que el uso de reguladores de crecimiento vegetales es
necesario dentro del cultivo de tejidos. Muchos estudios se han desarrollado para
identificar la composicion 6ptima del medio de cultivo, destinado a cultivar brotes
diferenciados en la regeneracién de plantas del género Citrus (Al-Bahrany, 2002;
Peixoto, 2010; Pérez-Tornero, 2012; Samarina, 2010; Virk y Nagpal, 2010:), pero
la respuesta morfogénica de los explantes varia incluso entre variedades de la

misma especie (Pérez y Ochoa, 1997).

Se reporto que la utilizacion de combinaciones de 6-BAP, Ky ANA son eficientes
para inducir la formacién directa de brotes en segmentos nodales de C.
aurantifolia (Al-Bahrany, 2002; Pérez y Ochoa, 1997). Informes previos indican la
generacion de un gran nimero de brotes a partir de segmentos nodales en un

medio con 6-BAP y ANA (Al-Bahrany, 2002; Rathore et al., 2004), pero en



nuestros experimentos con 6-BAP y ANA so6lo un explante desarroll6 dos brotes
adventicios, resultado comparable al informado por Peixoto (2010) al evaluar
combinaciones de diferentes concentraciones de 6-BAP y ANA en C. sinensis y
C. limonia. El coeficiente de multiplicacion se incrementa en concentraciones de
0.5 a1 mg L? de citoguininas, concentraciones mas altas inhiben la brotacion
(Al-Khayri, 2001). Dentro de las citoquininas evaluadas, 6-BAP muestra mayor
coeficiente de multiplicacién que K en C. acida (Chakravarty y Goswami, 1999).
El nimero de brotes desarrollados disminuyd en los tratamientos sin 6-BAP. El
tratamiento con ANA (0.1 mg L) en ausencia de 6-BAP no tuvo influencia en el
desarrollo de brotes adventicios, esto coincide con lo informado por Al-Bahrany
(2002) y Rathore (2004). En el tratamiento con 6-BAP (1 mg L1) el mayor nimero
de brotes por explante fue de 3, similar a los resultados obtenidos por Rathore y
colaboradores (2004), en segmentos de C. limon.

El presente estudio demostré que la combinacién de 6-BAP (1 mg L?) y Kinetina
(0.5 mg L), como suplemento en el medio de cultivo MS induce la generacion
de brotes adventicios (Fig. 7). El maximo nimero de brotes por explante fue seis
en presencia de la combinacion de 6-BAP y K, este resultado es comparable al
obtenido por AL-Khayri (2001) quien informé el desarrollo de un maximo de 8
brotes en presencia del mismo tratamiento en segmentos nodales de C.
aurantifolia, sin embargo menor a lo informado por Al-Bahrany (2002) quien
obtuvo un maximo de 9 brotes por explante, en la misma especie. El nUmero de
brotes obtenido durante la etapa de multiplicacion se considerd satisfactorio, el
promedio de brotes por explante entra dentro del rango de 2.0 a 9.0 previamente

informado en varias especies de citricos (Al-Bahrany, 2002; Al-Khayri, 2001;



Kotsias y Roussos, 2001; Pérez y colaboradores, 2012). Se observo que el cultivo
de tejidos permite desarrollar brotes a partir de segmentos nodales de plantas
maduras de limoén mexicano (Al-Bahrany, 2002; Al-Khayri, 2001; Pérez y Ochoa,
1997). Es preferible propagar plantas maduras seleccionadas para conservar
caracteristicas deseables. El nimero y tamafio de brotes desarrollados a partir
de segmentos nodales de limén mexicano fueron utiles para la realizacién de los
andlisis de identificacion molecular de CLas para determinar la persistencia de la

bacteria en los explantes in vitro.

6.6. Extraccion de ADN de tejidos cultivados in vitro

Se colectaron muestras de tejido de los explantes sobrevivientes a los ensayos
antes mencionados, para realizar la extraccibn de ADN. Los valores de
concentracion de las seis muestras oscilaron entre los 104.9 y 486.6 ng/pl, una
relacion 260/280 entre 1.81 y 1.93 para el ADN extraido. La concentraciéon del
ADN en todas las muestras se ajusté a 20 ng/uL almacenados -20°C para su
posterior uso. En su conjunto todos estos valores fueron Utiles para la realizacién

de los andlisis de identificacion molecular (Cuadro 15).

Cuadro 15. Valores de la concentracion y rango de pureza del extracto de ADN,
obtenidos mediante CTAB 3%, a partir de material vegetal tomado de explantes
de limén mexicano cultivados in vitro.

Concentracion de ADN Rango de Pureza
Muestra
ng uL? 260/280
1 157.6 1.81
239.3 1.82

3 486.6 1.87




4 486.2 1.83
5 409.7 1.93
6 104.9 1.93

Muestras.- 1. explante 4 (25/11/15 — 08/05/16) ; 2: explante 23 (25/11/15 —
08/05/16); 3: explante 4 (25/11/15 — 08/06/16); 4: explante 23 (25/11/15 —
08/06/16); 5: explante 25 (22/03/16 — 08/06/16); 6: explante 15 (22/03/16 —
08/06/16). (Fecha de establecimiento in vitro — fecha de muestreo).

6.7. Deteccion de CLas por PCR en explantes in vitro

A los explantes se les realizo el analisis molecular para identificar a CLas a los
cinco y seis meses después del establecimiento in vitro. En las muestras
provenientes de material in vitro “4” y “15” (cinco meses después del
establecimiento in vitro) no se observaron bandas en el gel. En las muestras “4”
(seis meses después del establecimiento in vitro); "23” (cinco y seis meses
después del establecimiento in vitro); y “25” (cinco meses después del
establecimiento in vitro), se observaron bandas en el gel. Mediante la técnica de
PCR convencional, se identificé la presencia de CLas en los explantes de limén
mexicano cultivados in vitro (Fig. 13). En los carriles correspondientes a las
mencionadas muestras se observaron bandas con un peso molecular de 703 pb
coincidiendo con lo reportado previamente por Hocquellet y colaboradores

(1999).
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Figura 11. Deteccion de Candidatus Liberibacter asiaticus en muestras de tejidos
de limén mexicano, cultivados in vitro, mediante PCR convencional: M: marcador
de peso molecular 1kb plus (Invitrogen Life Technologies); carril 1: control
positivo (CLas); carril 2: control negativo (agua); carril 3: explante 4 (cinco
meses); carril 4: explante 23 (cinco meses); carril 5: explante 4 (seis meses);
carril 6: explante 23 (seis meses); carril 7: explante 25 (cinco meses); carril 8:
explante 15 (cinco meses).

La bandas con un peso molecular de 703 pb observadas en el gel de agarosa
(0.8%) corresponden a la amplificacion de fragmentos de ADN ribosomal de la
bacteria, esto permite la identificacion directa de la especie Candidatus
Liberibacter asiaticus (Hocquellet et al., 1999; Ruangwong y Akarapisan, 2006).
El resultado de esta técnica confirmo la presencia de CLas en explantes in vitro

de limén mexicano.



La obtencion de material vegetal in vitro infectado con Candidatus Liberibacter
asiaticus, permitira profundizar en el estudio de la bacteria y de su interaccion
con su hospedero, evaluar estrategias de control biolégico e implementar

bioensayos de productos quimicos sintéticos y biorracionales.

VII. CONCLUSIONES

1. Se identifico a Candidatus Liberibacter asiaticus en arboles de limén
mexicano, donantes de segmentos nodales, desarrollados en
condiciones de invernadero y en huertos de traspatio.

2. El medio Murashige y Skoog (vitaminas MS), fue eficiente para la fase
de establecimiento in vitro de segmentos nodales de plantas maduras
de limon mexicano infectadas con Candidatus Liberibacter asiaticus.

3. El medio Murashige y Skoog (vitaminas MS) suplementado con 1 mg
Lt 6-BAP y 0.5 mg L K, fue adecuado como medio de multiplicacion
para explantes de limén mexicano infectados con Candidatus
Liberibacter asiaticus.

4. Se confirmd la presencia de Candidatus Liberibacter asiaticus en

explantes de limén mexicano propagados mediante cultivo de tejidos.
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