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Resumen. Este trabajo tuvo como propdsito eva-
luar NO,, K, Cay concentracion de clorofila en li-
moén Mexicano (Citrus aurantifolia) en condicion
regional endémica e infeccion cronica de Candida-
tus Liberibacter asiaticus (CLas) en Colima, Méxi-
co. La premisa fundamental fue que el analisis del
efecto fisioldgico causado por CLas permitira com-
prender el impacto productivo citricola y coadyu-
var a definir estrategias efectivas de manejo. Se
seleccionaron un total de 11 huertos en Tecoman y
13 en Armeria en categorias de alta (AT), moderada
(MT) y baja tecnologia (BT) de manejo de huerto
(MH). En cada huerto se seleccionaron 25 arboles,
cinco por clase de severidad-dosel de HLB (0, 25,
50, 75 y 100 %) como estimadores de infeccion
cronica. [n situ, en 5 hojas sintomaticas (HS) y 5

hojas asintomaticas (HA)/arbol se evalio concen-
tracion de clorofila mediante un medidor SPAD502
y de nutrientes con iondémetros de nitratos (NO,),
potasio (K) y calcio (Ca). Se contabilizd y peso la
totalidad de frutos en 20 arboles/9 huertos. Por cla-
se de severidad, se compar¢ el efecto MH y con-
dicion asintomatica-sintomatica mediante ANO-
VA parcelas-divididas y Tukey (p = 0.05) (SAS
ver9.4). En todas las clases de severidad, NO, tuvo
un efecto significativo (p < 0.0001) con respecto a
nivel tecnoldgico, siendo mas alta en predios con
AT (113 — 126 ppm) respecto a MT (81 — 89 ppm)
y BT (50 — 55 ppm). K y Ca no difirieron estadisti-
camente entre categorias MH. La condicion asinto-
matica versus sintomatica no mostro6 efecto signifi-
cativo en concentracion de NO,, K'y Ca (p > 0.05).
La comparacion de severidad-dosel entre claves de
25% versus 100 % afect6 en unidades clorofila con
24.9 % reduccion en HS y de 1.3 % en HA. Los re-
sultados muestran reduccion promedio de 2, 11, 58
y 79 % de produccion (kg) para 25, 50, 75, 100 %
de severidad respectivamente, sugiriendo la impor-
tancia de NO, en el manejo productivo de limon
Mexicano afectado por CLas. La integracion de
NO, a un programa de manejo integrado regional
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es una opcion viable para el manejo rentable de
huertos en condiciones endémicas y de alta infec-
cion cronica de CLas. Este es el primer reporte que
asocia el efecto de CLas con nutricion.

Palabras clave: HLB, Nutricion, Severidad, Nitra-
tos.

El manejo sistémico y racional de enfermedades
se fundamenta en la comprension biologica de la
interaccion hospedante y patdogeno en un contex-
to epidemiolédgico regional (Mora-Aguilera et al.,
2023; 2021; Esquivel-Chavez et al., 2012). En la
interaccion de los subsistemas planta-patdgeno, la
nutricion del hospedero tiene una relacion directa
con severidad de un amplio nimero de enfermeda-
des (Tripathi et al., 2022). El manejo de un cultivo a
través de la nutricidn permite desarrollar umbrales
de tolerancia a plagas y patogenos; es decir, se pue-
dan generar o activar mecanismos de respuesta ante
potenciales procesos infecciosos a nivel estructural
y génico. En general, el manejo de enfermedades
no sistémicas se sustenta en el paradigma de la su-
presion o mitigacion del agente causal mediante
control quimico, biolégico y/o cultural. Sin embar-
g0, otros problemas sistémicos como los causados
por virus y algunas bacterias como Candidatus Li-
beribacter asiaticus (CLas), requieren estrategias
integrales que incorporen la nutricion, variedades
resistentes, transgenia, inductores de resistencia,
entre otras. Los nutrimentos pueden, incrementar
o disminuir la resistencia o tolerancia de cultivos a
patogenos (Tripathi ef al., 2022). Se ha demostra-
do que la 6ptima fisiologia y nutricion de citricos
puede compensar productivamente un proceso de
infeccion de CLas y otros patogenos (Bassanezi
et al., 2021, 2014; Gottwald et al., 2012; Spann et
al.,2011; Xia et al., 2011; Ahmad et al., 2011). Sin
embargo, se requieren estudios regionales especificos
asociados con practicas tecnologicas y uso de re-

cursos productivos para incorporar la nutricion en
el disefio de programas de manejo integrado citri-
cola (Kwakye et al., 2023; Uthman et al., 2022;
Bassanezi et al., 2021).

A partir del establecimiento de CLas, agen-
te causal del Huanglongbing o HLB, y la rapida
condiciéon endémica con altos niveles de infeccion
cronica en la region del Pacifico (Mora-Aguilera
et al., 2014a), se propuso su manejo mediante pro-
gramas nutrimentales, altas densidades de siem-
bra, genotipos con mayor tolerancia, y control del
vector Diaphorina citri con productos quimicos y
biologicos (Manzanilla-Ramirez et al., 2019). Este
enfoque integrado se planted como una alternativa
obligada al programa oficial de Areas Regionales
de Control de D. citri (ARCOs), exitosa en regio-
nes sub-endémicas del pais (Flores-Sanchez ef al.,
2017; Mora-Aguilera et al., 2014b). No obstante,
un programa integrado debe sustentarse en eviden-
cias experimentales en condiciones de produccion
comercial y en ambientes especificos (Bassanezi et
al., 2021; Flores-Sanchez et al., 2016). Este traba-
jo tuvo como proposito analizar el efecto crénico
de la infeccion de CLas en la produccion de limon
Mexicano (Citrus aurantifolia) en relacidon con ni-
veles NO,, K'y Ca en planta, y con la concentracion
de clorofila en condiciones endémicas de CLas en
Colima, con el fin de sustentar el componente nutri-
mental de huertos en la gestion regional del HLB.

Se seleccionaron 11 huertos comerciales de li-
moén Mexicano en la region citricola de Tecoman
y 13 en Armeria, Colima. La distribucion espacial
de los huertos de evaluacion se realizo con base en
criterios diferenciales de inductividad epidémica,
endemicidad y cronicidad regional de CLas, me-
diante un mapa interpolado del indice Multiva-
riado Relativo que integr6é 15 variables de planta-
patodgeno-vector-manejo (Figura 1A y 1B) (Flores-
Sanchez, 2016). En cada huerto se seleccionaron y
evaluaron 25 arboles mediante el método de muestreo
en ‘T, el cual considera la exploracion del efecto de
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Indice Multivariado Relativo
[ ] 0.0003-0.0243
7] 0.0244 - 0.0262
I 0.0263 - 0.0281
B 0.0282 - 0.0308
B 0.0309 - 0.0346

Figura 1. A. Distribucion regional de 11 huertos (puntos verdes) en Tecoman y 13 en Armeria asociados a un mapa inter-
polado de cronicidad de CLas expresada por un indice multivariado relativo. B. Ejemplo de un huerto de limén
Mexicano con manejo de alta tecnificacion (AT). C. Representacion del esquema de muestreo de 25 plantas en
‘T’. D. Sistema de riego por goteo-aspersion en huerto de alta tecnificacion. E. Riego por inundacién asociado a
huertos de moderada tecnificacion. E. Huerto con maleza asociada a baja tecnificacion.

orilla y surcos internos del huerto (Figura 1C). Por
huerto se determind el nivel manejo agrondmico
(MH) considerando una escala cualitativa de alta
(AT), moderada (MT) y baja tecnologia (BT). El
MH se gener¢ a partir de parametrizacion de varia-
bles como condicion general de huerto, programa
de nutricion, vigor de planta, control de maleza y
plagas, y tipo riego (Figura 1D-1F).

En cada arbol se evaluo la severidad de HLB
en dosel total de planta, empleando una escala de
cinco clases (1 — 5) de 0, 25, 50, 75 y 100 % de
copa con sintomas de HLB como indicador del
nivel de infeccion créonica (Flores-Sanchez et al.,
2015) (Figura 2). Por arbol, se seleccionaron cinco
hojas sintomaticas (HS) (Figura 3A) y cinco hojas
asintomaticas (fue factible aun en clase 5) (Figura
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Figura 2. Escala diagramatica-cualitativa de cinco clases (0-100 %) para medicién de severidad de HLB en el dosel de la
planta. A. Clase 2 con al menos 25 % del dosel de la planta con sintomas de HLB. B. Clase 3 representa 50 %
severidad. C. Clase 4 representa 75 % de severidad. D. Clase 5 constituye el 100 % severidad. Clase 1 representa
plantas aparentemente sanas la cual no se incluye. En limén Mexicano, HLB exhibe sintomas de amarillamiento
foliar severo (D).

3B) para cuantificar la concentracion de clorofila
(umol) con un medidor Minolta® SPAD-502Plus y
cantidad de nutrientes en partes por millon (ppm)
con ionometros portatiles HORIBA®™ especificos
para NO,, K'y Ca (Figura 3C), los cuales realizan
una medicion de micro volimenes con un rango de
39 a 3900 ppm. Las hojas colectadas se maceraron
y se dividieron en tres muestras. Estas se mezcla-
ron con agua destilada a partir de la cual se extrajo
2-3 gotas para conformar la muestra de lectura por
nutriente. Con método no destructivo (conteo) y
destructivo (cosecha) se contabilizé y peso la tota-
lidad de frutos cosechados en 25 arboles de nueve

huertos seleccionados por su condicion fenologica
en fase de produccion. Por clase de severidad, se
comparo el efecto de MH y condicion asintomati-
ca versus sintomatica mediante analisis de varian-
za (ANOVA) en un disefio de parcelas-divididas y
comparacion de medias por Tukey (oo = 0.05). Los
analisis estadisticos se realizaron con SAS v9.4.
En general, los resultados experimentales mos-
traron que el decremento de NO,, K y Ca, estuvo
determinado principal y significativamente por el
manejo tecnoldgico de los huertos (MH) (Dong et
al., 2021; de Bang et al., 2020). Este decremento
fue mayor en MH de baja tecnologia con efectos
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Figura 3. A. Ejemplo de hojas asintomaticas seleccionadas durante el muestreo por huerto/arbol. B. Hoja con sintomas de
HLB seleccionadas para cuantificacién de nutrientes. C. Proceso de medicion de variables de nutricién. El proceso
inicia con la selecciéon de una hoja asintomatica o sintomatica (a), medicion de unidades clorofila con equipo SPAD
(b), corte y macerado de tejido (c), extraccion de muestra con apoyo de jeringa con agua estéril y depésito (d) en

ionémetros de NO, (e), Potasio (f) y Calcio (g).

maximos de 60, 47.5 y 34.1 %, respectivamente.
Por el contrario, la severidad de HLB en dosel de
planta no mostré una implicacion directa significa-
tiva en la concentracion de nutrientes (Figura 4). La
maxima reduccion de concentracion entre clases de
severidad de HLB para NO,, K 'y Ca fue 9, 28y 25 %,
respectivamente. La concentracion de NO, tuvo un
efecto considerable con respecto a nivel tecnologi-
co de los huertos, siendo significativamente mayor
en AT (113 — 126 ppm) respecto a MT (81 — 89

ppm) y BT (50 — 55 ppm) (p <0.0001), en las cua-
tro clases de severidad (25 — 100 %) (Figura 4).
Los nitratos, debido a su implicacion fisiologica en
interaccion con otros nutrientes, p.e. Fe o P, pueden
asociarse a reduccion de clorofila, menor actividad
de la nitrato reductasa (reductor de NO,) y otras ac-
tividades fisiologicas metabdlicas lo cual propicia
deficiencias nutrimentales (Kwakye et al., 2022;
Zhao et al., 2013). En plantas con nivel alto de se-
veridad y baja concentracion de NO,, puede estar
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Figura 4. Efecto de la concentracién de NO,, K y Ca, expresada en partes por millon (ppm), para huertos con alta (AT),
moderada (MT) y baja tecnificaciéon (BT) comparados por clase de severidad: A. 25 %, B. 50 %, C. 75 %, y D. 100
% de severidad. Barras con letras diferentes muestran diferencias significativas con Tukey p = 0.05. Barras sin
letra no mostraron diferencias significativas. No se incluyé Clase 1, porque no se detectaron arboles sin sintomas
de HLB.
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asociado al flujo de haces vasculares, en parti-
cular en el floema el cual se obstruye por masas
bacterianas o por cambios en la estructura celular
(Liu et al., 2014; Esquivel-Chavez et al., 2012).
Aunque K y Ca no fueron estadisticamente diferen-
tes entre categorias de MH o clases de severidad (p
> 0.05), mostraron tendencia decreciente con res-
pecto al nivel tecnolédgico, siendo menores en MT y
BT. Este efecto fue mayor en arboles con severidad
menor al 75 % (clase 3) (Figura 4). Similar efecto
de tecnologia productiva en estos nutrientes se ha
reportado para citricos dulces (Fan et al., 2020). Se
ha demostrado que estos nutrientes, particularmen-
te Ca, son importantes en la capacidad fotosintética
de la planta, crecimiento, y en la composicion de la
pared celular (Eticha et al., 2017).
Especificamente por grado de dafio, arboles con
severidad menor a 25 % (clase 2) evidenciaron re-
duccion de NO, en 58 % (p < 0.0001) para huertos
BT (66 ppm) respecto de AT (123 ppm). Aunque
no significativamente, la concentracion de K y Ca
disminuy6 20 y 27 % (51 — 90 ppm), respectiva-
mente (Figura 4A). En arboles con severidad 50 %
(clase 3), la concentracion de NO, en BT (55 ppm)
se redujo en 51 % con respecto a AT (113 ppm, p <
0.001). Huertos con MT y BT tampoco evidencia-
ron reduccion de K y Ca estadisticamente diferente
(Figura 4B). En severidad 75 % (clase 4), BT tuvo
las concentraciones de NO, hasta 60 % menor res-
pecto a AT y MT (126 y 87 ppm; p = 0.001). Los
nutrientes K y Ca en huertos MT/AT con 74 y 72
ppm, respectivamente, fueron menores hasta en 50
% comparativamente con huertos de AT, aunque
sin diferencias estadisticas (p > 0.05) respecto a BT
debido la alta variabilidad (Figura 4C). En arbo-
les con 100% severidad (clase 5) mantuvieron las
tendencias analogas. Las concentraciones de NO,
en huertos de BT (52 ppm) tuvieron 57 % de re-
duccion significativa (p < 0.0001) con respecto a
huertos de AT (123 ppm). El comportamiento de K

y Ca tuvo reduccion de 15y 16%, respectivamente,
entre categorias de MH (Figura 4D).

Interesantemente, al comparar la condicion
asintomatica foliar versus sintomatica, la concen-
tracion de NO,, K 'y Ca no mostr6 efectos signifi-
cativos debido a la alta variabilidad (p > 0.05). Por
el contrario, unidades clorofila (UC) de hojas sinto-
maticas en arboles con 100 % severidad se redujo
17.7 ppm (27.1 %) con respecto a sintomdticas de
severidad 25 % (14.9 ppm). La reduccion en hojas
asintomaticas fue 4.2 % en la misma comparacioén
(Figura 5A). Estos resultados son analogos a los
reportados en Colima para limoén Mexicano (Man-
zanilla-Ramirez et al., 2019). Este efecto, como se
comento previamente puede estar relacionado con
la reduccion de nutrientes, principalmente NO, y
Ca, implicados en capacidad fotosintética, creci-
miento foliar y fortalecimiento de pared celular
(Liu et al., 2014).

Relativo al efecto de CLas en produccion de
frutos se obtuvo una reduccion de 2, 11, 58 y 79
% peso de fruto (kg) para clases de severidad 25,
50, 75, 100 %, respectivamente. Estas reducciones
estuvieron principalmente asociadas en huertos BT
y MT. En general, la pérdida de producciéon mostrod
efecto mas significativo a partir del 75 % de seve-
ridad (Flores-Sanchez et al., 2015) (Figura 5B). La
pérdida de produccion (y) en funcion de severidad
en dosel como estimador de cronicidad de infec-
cion se ajustd al modelo y = 131.9 - 0.88 (sev %)
con una precision de 76% (r* = 0.76). En promedio,
con este modelo, la pérdida de produccion de limén
Mexicano fue de 54.2 %. En niveles de severidad
25%, la produccion oscild entre 88 — 130 km/arbol,
los cuales comparativamente con huertos de 100 %
severidad representd hasta 81% de reduccion sig-
nificativa en produccion (25 — 46 kg) (Figura 5C),
concordante con reportes para limon Mexicano y
limoén Persa (Robles-Gonzalez et al., 2017; Flores-
Sanchez et al., 2015). Esto sugiere la importancia
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Figura 5. A. Comparacion de unidades clorofila (ppm) entre hojas sintomaticas y asintomaticas por clase de severidad-dosel
de HLB (25, 50, 75y 100 %). B. Comparacion de numero de frutos por clase de severidad-dosel de HLB. C. Ajus-
te a un modelo de regresion lineal de producciéon (kg) en funcion de clases de severidad-dosel de HLB en limén
Mexicano.
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de considerar al NO, y otros nutrientes en el mane-
jo productivo de C. aurantifolia afectado por CLas.
El Cay K, en asociacion a N, se han implicado en
el incremento productivo en diversos cultivos, por
lo que su reduccion podria estar vinculada con pér-
didas productivas (Atta et al., 2021; Cruz-Alvarez
et al., 2020; Fan et al., 2020).

CONCLUSIONES

La cronicidad de CLas, expresada a través de
severidad en dosel de Citrus aurantifolia tavo un
efecto significativo detrimental en la concentracion
de nutrientes principalmente NO,, lo cual implico
incremento de clorosis generalizada de hojas afec-
tando la capacidad fotosintética de la planta, y por
tanto influyd en reduccion de produccion. Ca 'y K
no mostraron un efecto significativo asociado con
severidad de HLB. La medicion de unidades clo-
rofila disminuy6 27.1 % en condicidn sintomatica
versus asintomatica. Lo anterior sugiere que los
nitratos son importantes en el manejo de CLas en
limén Mexicano. Sin embargo, el empleo exclusivo
de la nutricion sin incluir el manejo hidrico, uso de
altas densidades de plantacion, programas de reno-
vacion de plantas, y el control regional del vector
Diaphorina citri, podria ser limitado. Por el contra-
rio, su incorporacion a un programa de manejo in-
tegrado parcelario y regional es una opcion viable
para el manejo rentable de huertos en condiciones
endémicas y de alta infeccion cronica de CLas.
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