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RESUMEN

El Huanglongbing (HLB), es una de las enfermedades més devastadoras de los citricos a nivel
mundial, el agente causal es una bacteria del género Candidatus Liberibacter spp., y afecta a todas
las especies de citricos, especialmente los citricos agrios. Actualmente se han confirmado tres
especies de la bacteria: Ca. L. asiaticus, Ca. L. americanus y Ca. L. africanus. Esta bacteria es
transmitida por dos insectos vectores: Diaphorina citri (América y Asia) y Trioza erytrae (Africa),
lo que favorece su rapida y eficaz diseminacion, ocasionando cuantiosas pérdidas econdmicas, asi
como problemas sociales y ambientales. En este trabajo se realizo la optimizacion de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa punto final y Tiempo Real (PCR punto final y PCR-TR) para la
deteccién de HLB en naranjo agrio en la zona norte del estado de Tamaulipas, México. Se
procesaron 178 muestras (168 fueron de nervadura central de la hoja, ocho de raiz y dos muestras
del vector). Mediante PCR punto final se detecto a la bacteria a partir del DNA extraido de hoja,
pero no se detectd en el DNA extraido a partir de raiz y del vector. Mediante la PCR-TR se detectd
a la bacteria a partir del ADN extraido de hoja y raiz de naranjo agrio y del insecto vector. Estos
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resultados demuestran que la PCR-TR es mas eficiente que la PCR punto final para la deteccion de
la bacteria en diferentes tejidos de la planta de naranjo agrio y en el insecto vector.

Palabras clave: HLB, RT-PCR, citricos.

RESUMO

Huanglongbing (HLB) é uma das doencas mais devastadoras dos citros em todo o mundo, o agente
causal é uma bactéria do género Candidatus Liberibacter spp., e afeta todas as espécies citricas,
principalmente os citros azedos. Atualmente, trés espécies da bactéria foram confirmadas: Ca. L.
asiaticus, Ca. L. americanus e Ca. L. africanus. Essa bactéria é transmitida por dois insetos vetores:
Diaphorina citri (América e Asia) e Trioza erytrae (Africa), o que favorece sua disseminagao rapida
e eficaz, causando perdas econdmicas consideraveis, além de problemas sociais e ambientais. Neste
trabalho, foi realizada a otimizagéo do endpoint e Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(endpoint PCR e RT-PCR) para a deteccdo de HLB em laranja azeda na zona norte do estado de
Tamaulipas, México. Foram processadas 178 amostras (168 da nervura central da folha, oito da raiz
e duas do vetor). Usando o endpoint PCR, a bactéria foi detectada no DNA extraido da folha, mas
ndo foi detectada no DNA extraido da raiz e do vetor. Por meio de RT-PCR, a bactéria foi detectada
a partir do DNA extraido da folha e raiz da laranjeira azeda e do inseto vetor. Esses resultados
demonstram que o RT-PCR é mais eficiente que o endpoint PCR para a detec¢do da bactéria em
diferentes tecidos da planta de laranjeira azeda e no inseto vetor.

Palavras-chave: HLB, RT-PCR, citros.

1 INTRODUCCION

En Mexico el Huanglonbing (HLB), también conocido como “enverdecimiento de los
citricos” o “dragon amarillo” fue reportada por primera vez en el 2009 en el estado de Yucatan
(Esquivel et al, 2012). EI HLB, es una de las enfermedades mas devastadora que afecta a los citricos
a nivel mundial (Collazo-Cordero et al, 2011), debido a los dafios que ocasiona, su rapida
diseminacion, asi como por su dificil y tardio diagnéstico. EI HLB es causado por una alfa-
proteobacteria gram negativa no cultivable in vitro y esté restringida al floema vascular de la planta,
causando improductividad y eventualmente su muerte. (Robles et al, 2013). Actualmente se conocen
tres especies de esta bacteria: Ca. L. asiaticus, Ca. L. americanus y Ca. L. africanus (Teixeira et al,
2005), la forma principal de dispersion de la bacteria es por medio de dos insectos vectores: Trioza
erytreae en Africa y Diaphorina citri en Asiay América (Hall et al, 2008). La sintomatologia inicial
que presentan las plantas afectadas es: clorosis difusa en tejido y follaje, moteado asimétrico difuso,
brotes de hojas amarillas, defoliacion y engrosamiento de la nervadura debido a que el patdgeno se
disemina a través del floema vascular de la planta provocando oclusion en la nervadura central de
las hojas, tallo, raiz, corteza y fruto (Robles et al, 2013). Estos sintomas en las plantas no son propios
y exclusivos de la enfermedad, por lo que en etapas tempranas facilmente pueden llegar a

confundirse con una deficiencia de minerales. (Collazo-Cordero et al, 2011).
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El primer reporte del HLB en América fue en 2004 en Araraquara, Brasil (Bové y Ayres,
2007), en el 2005 se reporto6 en el estado de Florida, Estados Unidos; en México el primer reporte
fue en 2009 en el estado de Yucatan, extendiéndose hacia los estados de Colima, Jalisco, Nayarit y
Quintana Roo (FAO, 2013). ElI HLB afecta a todas las especies comerciales de citricos y a otras
especies de la familia Rutaceae a nivel mundial (da Graca, 2008). En México, las plantaciones méas
afectadas y por tener mayor prevalencia se encuentran los citricos agrios, como el limén mexicano
(Citrus aurantifolia) y el limén persa (Citrus latifolia) (Esquivel et al, 2012; FAO, 2013).
Actualmente se ha detectado en 391 municipios de 22 entidades de México, de los cuales, 314 son
considerados citricolas, lo que representa una produccién de 6.7 millones de toneladas anuales, con
un valor de $8,050 millones de pesos (SIAP, 2014). En el estado de Tamaulipas se cuenta
aproximadamente con 39,027 hectareas de citricos, lo que representa el 6.9 % de la superficie total
nacional, de donde se obtienen 739 mil toneladas de fruta, generando 1,486 millones de pesos
anuales (SIAP, 2014). Recientemente el HLB se ha detectado en los municipios de Bustamante,
Victoria, Tula, Madero, Xicoténcatl, Jaumave, Padilla y Palmillas (SENASICA, 2016). Debido a
que los citricos son de gran importancia y demanda en nuestro pais, esta enfermedad representa una
amenaza seria, ya que no existe cura, trayendo consecuencias negativas de gran impacto en los
sectores social, econémico y ambiental. La deteccion de la presencia de la bacteria es mediante
técnicas moleculares, debido a su alta especificidad y sensibilidad (Okuda et al, 2005). El objetivo
de este trabajo fue detectar a la bacteria a partir del ADN extraido de diferentes tejidos de naranjo

agrio y del vector mediante PCR-TR y PCR punto final, y realizar su identificacion molecular.

2 MATERIALES Y METODOS

Lugar de trabajo y colecta de muestras. El trabajo se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia
del Campo Experimental de Rio Bravo, Tamaulipas, Km 61 Carretera Matamoros-Reynosa, C.P.
88900, Cd. Rio Bravo, localizado en las coordenadas (25° 57" de latitud norte y 98° 01"de longitud
oeste, a una media altura de 20 metros sobre el nivel del mar (msnm). La recoleccidon de las muestras
se realizo en el ciclo Invierno-primavera 2016-2017 en distintas localidades del norte de Tamaulipas
(\Valle Hermoso, Reynosa, Comales, Rio Bravo y ejidos de la misma localidad como: la brecha 25,
28 y una huerta ubicada en la brecha 105). Las muestras de tejido vegetal (nervadura central de la
hoja), fueron colectadas de arboles que presentaban sintomatologia de HLB (Figura 1), las muestras
de raiz, se colectaron de arboles que habian sido positivos a Ca. L. asiaticus a partir del ADN
extraido de hoja. El vector D. citri, fue colectado directamente de los arboles que presentaban

sintomatologia de HLB.
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En total se colectaron 178 muestras de las cuales: 176 muestras fueron de tejido vegetal de
plantas de naranjo (168 de la nervadura central de la hoja y 8 muestras fueron de raices absorbentes)
de arboles de naranjo agrio con sintomatologia de HLB (brotes cloréticos, moteado asimétrico
difuso y engrosamiento de nervadura), dos muestras fueron del insecto vector. Las muestras eran
colocadas en sobres identificados y transportados al Laboratorio de Biotecnologia donde se
almacenaban a 4 °C hasta su procesamiento.

Desinfeccidn y lavado de muestras. El tejido vegetal (nervadura central hoja) y las raices, fueron
lavadas con agua destilada y jabon, después se enjuag6d con agua destilada y por ultimo se lavaron
con agua tridestilada estéril, las raices se desinfectaron con etanol al 70 %, posteriormente las
muestras se colocaron en toallas secantes para su secado final a temperatura ambiente. Los insectos
vectores colectados fueron colocados en tubos Eppendorf de 1.5 ml con etanol al 70 %, para ser

preservados hasta su uso.

Extraccion de ADN. La extracciéon se realizd por el método CTAB (Doyle y Doyle, 1987),
modificado por Almeyda, et al. (2001). Se pesaron 250 mg de cada muestra (nervadura central o
raiz) y se maceraron en nitrégeno liquido, las muestras maceradas se colectaron en tubos Eppendorf
de 2.0 ml y se le agregaban 750 ul de solucion de extraccion previamente calentada a 65 °C de 2
ME/CTAB (2 % p/v CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl, 1 % p/v
polivinypyrrolidona 40,000), con [-mercaptoetanol a una concentracion final de 0.2 % y se
incubaron durante 45 min a 65°C. Después se adiciond a las muestras un volumen igual de Sevag
frio (cloroformo-alcohol isoamilico 24:1) y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se recuperé la fase acuosa de las muestras y se les agregé un volumen de
Sevag frio y se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente

a la fase acuosa recuperada se le adicion6 0.5 volimenes de acetato de amonio (7.5 M, pH 7.6), y
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se dejaron incubando en hielo por 10 minutos y luego se centrifugaron a 14,000 rpm a temperatura
ambiente, el sobrenadante se transfirio directamente a un tubo Eppendorf de 1.5 ml estéril. Para
precipitar el ADN se le agregd 0.6 volumenes de isopropanol y se dejaron incubando de 30 minutos
a 18 horas a temperatura ambiente, despueés, se centrifugaron a 10,000 rpm durante 20 minutos, y
se decantd el sobrenadante. Las muestras se lavaron dos veces con etanol al 70 % frio,
centrifugandose a 10,000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, el precipitado
fue recuperado en 50 ul de buffer TE-1X (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8) esteéril y se

mantuvieron a 4 °C hasta su uso.

Determinacion de la cantidad y calidad de ADN. EI ADN se cuantificé en un nanodrop (Genova

Nano Spectrophotometer®) y se visualizo en geles de agarosa al 0.8 % para verificar su calidad.

Optimizacion de la PCR punto final. Para definir las temperaturas optimas de amplificacion con
los iniciadores utilizados (O11/012c), los cuales son especificos para Ca. L. asiaticus y Ca. L.

africanus (Jagoueix et al, 1996), se realizaron reacciones de PCR con gradientes de temperatura.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR punto final). Las reacciones de PCR se realizaron en
un volumen final de 25 pl conteniendo: Buffer de PCR (1X), MgCl, (1.5mM), dNTPs (2.5 mM),
iniciadores (25 pmoles), 1 unidad de MyTaq™ polimerasa (Bioline) y ADN (100 ng), el volumen
total se complet6 agregando agua ultrapura esteéril libre de nucleasas. En todas las corridas de PCR
se utilizdé un control positivo y un control negativo. Las reacciones de PCR se realizaron en un

termociclador (Bio Rad, Thermal Cycler), las condiciones se especifican en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Condiciones de las PCR punto final en el termociclador.

Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 min 1
95° C 30 seg
62°C 30 seg 35
72°C 1 min
72°C 10 min 1
4°C 0 1

Electroforesis en geles de agarosa. Los productos amplificados en las PCR punto final fueron
fraccionados y separados por electroforesis en geles de agarosa al 1.5 %, durante 90 minutos a 80

voltios. Los geles fueron analizados en un transiluminador (Bio Rad, UV Transiluminator 2000).
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Reaccion en cadena de la polimerasa tiempo real (g-PCR). La reaccion se llevd a cabo en un
volumen final de 25 pl conteniendo: Master Mix TagMan® Environmental (2 unidades), iniciadores
HLBas/COX (1uM c/u), sonda HLB/COX (10 uM) y ADN (100 ng), para obtener el volumen final
se agreg6 agua ultrapura estéril libre de nucleasas. En todas las reacciones de PCR-TR se incluyo
un control positivo, 2 controles negativos (ADN de plantas de citricos sanas y agua sin ADN) y un
control interno. Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador StepOne™ Real time-

PCR (Applied Biosystems), las condiciones se especifican en la Cuadro 2.

Cuadro 2. Condiciones de las PCR-TR en el termocilador.

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 2min 1
95°C 15 seg 40

58 °C 40 seg

60 °C 1 min 1

3 RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion de ADN. La maceracion de las muestras con nitrégeno liquido y la técnica de extraccion
por el método CTAB, fueron eficientes para obtener ADN de buena calidad (Figura 2) y cantidad

suficiente para ser utilizado con éxito en las reacciones de PCR punto final y PCR-TR).

Figura 2. ADN extraido a partir de muestras de tejido vegetal (nervadura central) de diferentes especies de cjtricos.
Carril 1: Arbol de naranjo agrio; Carril 2: Arbol de limon; Carriles 3-4: Arboles de naranjo agrio; Carriles 5-6: Arboles
de naranjo dulce; Carriles 7-8: Arboles de naranjo agrio.

Estandarizacién de la PCR punto final. Para definir la temperatura éptima de alineamiento con
los oligonucleotidos utilizados se realizaron reacciones de PCR con gradiente de temperatura 'y se
determiné que la mejor temperatura fue de 62 °C, amplificandose un fragmento de 1160 pb (Figura
3), el cual, es el tamafio esperado para Ca. L. asiaticus de acuerdo a la region donde fueron disefiados

los iniciadores empleados (Jagoueix et al, 1996).
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Figura 3. Fragmentos amplificados por PCR utilizando los iniciadores Ol1 y Ol2c y ADN de diferentes especies de
citricos. Carril 1: Control negativo; Carriles 2-3: Arboles de naranjo agrio; Carriles 4-5: Arboles de naranjo dulce;
Carriles 6-7: Arboles de naranja agria; Carril 8: Arbol de limén; Carril 9: Arbol de naranjo agrio; Carril 10: Control
positivo; Carril 11: Marcador de peso 100-1000 pb (Promega)

123 456 7.8 9 101

1,500 pb

1,160 pb 900 pb

Resultados obtenidos con las técnicas de PCR punto final y PCR-TR: De las 178 muestras
procesadas solo se logrd la amplificacion en 20 muestras (11.23 %) mediante la técnica de PCR
punto final. Las muestras positivas fue ADN extraido de nervaduras de las hojas, no se obtuvo
amplificacion con el ADN extraido de muestras de raiz y del vector. Mediante la técnica de PCR-
TR se obtuvo un 100 % de amplificacién a partir del ADN extraido de plantas con sintomas de HLB
(tanto de hojas como de raiz), superando ampliamente el porcentaje obtenido con la técnica de PCR
punto final. En el cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos con las dos técnicas a partir del
ADN extraido de raiz. Los resultados obtenidos confirman la presencia del Huanglongbing en el
norte del estado de Tamaulipas, lo cual debe servir de base para establecer y/o incrementar las

estrategias para el manejo del insecto vector y de la enfermedad misma.

Cuadro3. Comparacion de resultados obtenidos en la deteccion de Ca. L. asiaticus mediante PCR punto final y PCR-

TR.
Especie Tejido PCR punto final PCR-TR

Arbol de naranjo agrio Raiz () (+)

Arbol de limén Raiz () (+)
Arbol de naranjo agrio Raiz () (+)
Arbol de naranjo agrio Raiz () (+)
Arbol de naranjo dulce Raiz () (+)
Arbol de naranjo dulce Raiz () (+)
Arbol de naranjo agrio Raiz () (+)
Arbol de naranjo agrio Raiz () (+)
Arbol de naranjo agrio Raiz () (+)
Arbol de naranjo agrio Raiz () (+)
Arbol de naranjo agrio Raiz () (+)
Arbol de naranjo agrio Raiz () (+)
Arbol de naranjo agrio Raiz () (+)
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4 CONCLUSIONES
Se confirmo la presencia de Candidatus Liberibacter asiaticus en la region norte del estado
de Tamaulipas y la técnica mas eficiente para detectar a la bacteria en muestras vegetales fue PCR

en Tiempo Real.
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