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Candidatus Liberibacter asiaticus

(CLas) se ha dispersado rapidamente a las regiones

Resumen.

productoras de citricos en México, ocasionando
impactos econdmicos y sociales diferenciados. En
Meéxico, los principales avances en investigacion se
han centrado en el manejo del vector, Diaphorina
citri y en estudios de la interaccion de CLas con
limén mexicano. Sin embargo, la variabilidad
genética de la bacteria en regiones productoras
de México se ha estudiado poco. Por lo que, en
el presente estudio se analizo la variacion de la
poblacion mexicana de CLas con procedimientos

basados en PCR, secuenciacion y electroforesis
capilar a través de la deteccion del numero de
repeticiones en tindem (TRN) con dos marcadores
STR, AGACACA y TACAGAA, el primero
localizado en locus genémicos CLIBASIA 01645
y adenosina deaminasas. La distribucion de los
TRNs en la poblacion mexicana de CLas en ambos
loci mostraron variaciones con las poblaciones
previamente reportadas en Florida, China y Brasil.
Ademas, en la poblacion mexicana se encontraron
tres haplotipos, HA, HB y HC, siendo el primer
reporte del haplotipo HC en las regiones citricolas
en México. Interesantemente, las subpoblaciones
de CLas del Occidente y Noroeste son diferentes a
la del Sureste.

Citricos,

Palabras clave:

haplotipos, variacion genética.

huanglongbing,

La citricultura constituye una de las principales
actividades en la fruticultura mexicana, ya que
ocupa una superficie total cercana a las 570 mil ha,
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las cuales producen aproximadamente 8.5 millones
de toneladas, lo que posiciona a México como
cuarto productor mundial, después de China, Brasil
e India (FAOSTAT, 2020). Los principales citricos
que se cultivan son: naranja (Citrus sinensis),
limén Mexicano (C. aurantifolia), limon Persa (C.
latifolia), toronja (C. paradisi) y mandarina (C.
reticulata). Sin embargo, la citricultura mexicana
se ha visto seriamente afectada por la enfermedad
considerada mas destructiva de los citricos en el
mundo llamada Huanglongbing (HLB) (da Graga
et al., 2016; Robles-Gonzalez et al., 2017). El
HLB en México se detectd por primera vez en
el municipio de Tizimin, Yucatan en julio de
2009 y actualmente se encuentra en 24 de los 28
estados citricolas del pais (SENASICA, 2018). La
enfermedad es causada por especies del género
Candidatus Liberibacter, aunque también se ha
asociado a Candidatus Phytoplasma spp. (Teixeira
et al., 2008; Chen et al., 2009; Arratia-Castro et
al., 2014; Lou et al., 2014; Wulff et al., 2019). La
especie presente en México es CLas. El impacto
econdmico y social estimado en tan solo tres afios
desde la primera deteccion de la bacteria CLas, fue
la pérdida de 1.7 millones de toneladas de frutos
y 112.1 millones de jornales (Diaz-Padilla et al.,
2014). Como estrategia nacional para mitigar los
dafios ocasionados, se diseiid6 e implement6 la
campaia fitosanitaria contra el HLB, la cual se
enfoco inicialmente a la deteccion y busqueda de
sintomas asociados a la bacteria CLas, remocion de
arboles enfermos y al control del vector, D. citri a
través de areas regionales de control.

La investigacion sobre HLB es limitada por
la naturaleza incultivable de la bacteria CLas en
medios artificiales. Esta bacteria es un parasito
obligado de las células del floema, por lo que los
estudios se limitan a técnicas de la Reaccidén en
Cadena de Polimerasa (PCR), analisis de secuencias
de genes amplificados por PCR, caracterizacion de

fragmentos de restriccion de longitud polimoérfica
(RFLPs), ademas, de aplicaciones mas amplias,
tales como el analisis de microsatélites y el analisis
de pan-genomas (Bastianel et a/., 2005; Tomimura
et al., 2010; Chen et al., 2010; Zhou et al., 2011;
Katoh et al., 2011; Islam et al., 2012; Matos et
al., 2013; Katoh et al., 2015; Zheng et al., 2016).
Actualmente, se cuenta con la secuenciacion del
genoma completo de Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas), proveniente tanto de tejido de
planta como del insecto vector, D. citri infectado
(Duan et al., 2009; Tyler et al., 2009; Zhang et al.,
2011; Lin ef al., 2013; Wulff et al., 2014; Katoh
et al., 2014; Zheng et al., 2014, 2018), lo que ha
permitido la identificacién de repeticiones cortas
en tandem (STR). Los STR, también conocidos
como microsatélites, consisten en secuencias
repetitivas de nucledtidos en un fragmento de
secuencia de ADN con una longitud de dos a seis
0 mas pares de bases (pb). Los microsatélites
son considerados marcadores moleculares para
estudios de relaciones evolutivas, mapeo genético
y genética de poblaciones (Chen et al., 2010;
Islam et al., 2012, Matos et al., 2013; Gosh et al.,
2015). Son utilizados ampliamente para realizar un
seguimiento de la posible introduccion de cepas de
CLas de un pais a otro (Chen et al., 2010; Katoh
et al., 2011; Islam et al., 2012), comprender el
efecto de CLas en las plantas (Matos et al., 2013),
en el insecto vector (Katoh ef al., 2015), en la
evolucion y para abordar la diversidad intrinseca
del patogeno. Ademas, los estudios genémicos con
cepas de referencia pueden ayudar a identificar
el genotipo predominante o raro en un tiempo o
region determinada (Katoh et al., 2014; Zheng et
al., 2018).

El analisis con STR ha sido ampliamente
utilizado para estudios poblacionales en bacterias
(van Belkum et al., 2007; Gétaz et al., 2018;),
incluyendo a CLas (Chen et al., 2010; Katoh et al.,
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2011; Islam et al., 2012; Matos et al. 2013; Ma et
al.,2014). Chen y colaboradores (2010) reportaron
variaciones con base al nimero de repeticiones en
tandem (TRN) en el marcador STR AGACACA,
localizado en el locus gendmico CLIBASIA 01645
de CLas en poblaciones de Guangdong, China y
Florida, EUA, encontrando que en la poblacién de
Florida predominé el genotipo de cinco repeticiones
en tandem (TRN=5) en un 85.5% de las muestras,
mientras que en la poblacion de Guangdong
predomind el genotipo TRN=7 en un 47.7% de las
muestras. Matos y colaboradores (2013) utilizaron
cuatro marcadores STR con base a los TRN,
incluyendo el locus genomico CLIBASIA 01645
(AGACACA), el locus adenosina deaminasas
(TACAGAA) y dos locus de la bacteria no
codificantes (CAGT y TTTG) para analizar la
variacion de cepas de CLas en poblaciones de
Florida, México, varios paises de Centro América 'y
la region del Caribe. Sus resultados demostraron la
presencia de dos haplotipos (HA y HB) en Florida.
Interesantemente estos haplotipos se encontraron
en paises de América Central, region del Caribe
y México; sin embargo, se mostraron diferentes
a los obtenidos en las muestras del sur de Asia y
de Brasil. No obstante, las muestras de México
provenian solo de la Peninsula de Yucatan. Por lo
anterior, el objetivo del presente estudio fue realizar
la diferenciacion estructural de las subpoblaciones
de CLas del Noroeste, Occidente, Centro y Sureste
del pais utilizando doble-locus gendémico con
repeticiones cortas en tandem.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico y procesamiento
Durante los anos 2016 a 2020 se colectaron

177 muestras de follaje de citricos con sintomas
asociadas a la enfermedad HLB de regiones de

México. Las regiones del presente estudio fueron
Noroeste (Sinaloa y Baja California Sur); Occidente
(Colima, Jalisco, Michoacan y Nayarit); Centro
(Estado de México y Morelos); y Sureste (Oaxaca,
Veracruz, Yucatan y Quintana Roo). El ntimero
de muestras por especie de citricos fueron 49 de
limén Mexicano (C. aurantifolia), 68 de limon
Persa (C. latifolia), 40 de naranja (C. sinensis),
siete de mandarina (C. reticulata), siete de toronja
(C. paradisi), cuatro de limén volkameriano (C.
volkameriana) y dos de limén italiano (C. limon).

Las muestras colectadas se trasladaron al
laboratorio de Biologia Molecular de Fitopatdégenos
de CIIDIR-IPN Unidad Sinaloa. Se separd y se
cortd la nervadura central de las hojas de arboles de
citricos. Las muestras se congelaron con nitrogeno
liquido y posteriormente se liofilizaron durante 72
h. Las muestras liofilizadas se pulverizaron en un
molino TissueLyser (Qiagen, Valencia, CA) durante
1 min (30 Hz), una vez pulverizadas se procedio a
realizar las extracciones de ADN, el tejido restante
se almacend a 4 °C en un cuarto frio.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizdo mediante el
método del CTAB al 3 % reportado previamente
por Zhang y colaboradores (1998). E1 ADN obteni-
do se almaceno a -20 °C para su analisis posterior.
La medicion de la concentracion y grado de pureza
del ADN o relacion ADN/Proteina se realizo en un
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wil-
mington, DE, USA), a través de la relacion entre
la absorbancia a 260nm y la absorbancia a 280nm
(A260/A280).

Deteccion de CLas

Parala deteccion de CLas por PCR convencional
se utilizaron los iniciadores A2 (5’-TATTAAAGG-
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TTGACCTTTCGAGTTT-3") y J5 (5-ACA-
AAAGCAGAAATAGCACGAACAA-3’) que
amplifican un fragmento de 703 pb en los genes
del B-operon (rplA-rpl)) (Hocquellet et al., 1999).
El ensayo de PCR se realizé en tubos Eppendorf
de 0.2 mL cuyo volumen total de reaccion fue de
25 uL, conteniendo 1X de buffer, 2 mM de MgCl.,
0.2 mM de nucledtidos trifosfatados (ANTP’s), 1
unidad de Tag DNA polimerasa (Invitrogen Life
Technologies, Brasil), 0.2 pmol de cada iniciador
y 100 ng de ADN gendmico total. Las mezclas de
PCR se incubaron en un termociclador automati-
co (Applied Biosystems Veriti™). Se utilizaron las
siguientes condiciones: 94 °C por 2 min; 35 ciclos
de 30sa94°C,30sa62°C, 1 mina 72 °C;y final-
mente un ciclo a 72 °C por 10 min. Los productos
de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1%.

Variacion de la poblacion mexicana de CLas

Para el analisis de la variacion de CLas se
utilizaron losloci genomicos STR CLIBASIA 0164
y adenosina deaminasas (Cuadro 1). Estos loci
mostraron polimorfismo en estudios previos
(Chen et al., 2010; Islam et al., 2012; Katoh et al.,
2011; Matos et al., 2013). Ademas, se determind
el contenido de informacion polimorfica (PIC)
para cada marcador STR (Botstein et al., 1980).
Para identificar las variaciones entre las cepas
de CLas se utilizaron procedimientos basados
en PCR, secuenciacion y electroforesis capilar.
Para el procedimiento de secuenciacion, los
fragmentos amplificados por PCR se ligaron en
el vector de clonacion pGEM®-T Easy Vector
Systems (Promega Corporation, USA). El
producto de la ligacion se transformé en células
competentes JIM109 de Escherichia coli siguiendo
las especificaciones del proveedor. El ADN
plasmidico con el inserto de interés se purificé con
el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
Systems (Promega Corporation, USA) y enviado a

secuenciar a LANGEBIO-CINVESTAV (Irapuato,
Guanajuato). Se realizaron alineaciones multiples
de las secuencias obtenidas utilizando el programa
CLUSTAL W en MEGAYv. 7.0 (Kumar et al., 2016).
Los TRNs fueron contabilizados manualmente.
Para el marcador AGACACA fue secuenciado
una muestra de CLas representativa de cada TRN,
y para el resto de las cepas se determinaron los
TRNs por electroforesis capilar. Para realizar
la corrida electroforética se utilizo el kit de alta
resolucion (QIAxcel High resolution). Se realizo
la configuracion del software del equipo siguiendo
las recomendaciones del fabricante utilizando
el método de corrida OMS500 con una resolucion
de hasta 50 pb, el marcador de peso molecular
(QX size marker) de 50-800 pb y el marcador
de alineamiento interno (QX alignment marker)
de 15pb-1kb. Para el marcador TACAGAA se
secuenciaron 44 muestras de CLas representativas
de cada subpoblacion bajo estudio y por especie de
citrico. Para las muestras con multiple amplicon
se seleccionaron 10 clonas plasmidicas (pGEM-T)
para identificar y secuenciar cada amplicon con
diferente TRN (doble o triple amplicon).

Se analizaron las variaciones en ambos loci
con base a los TRNs tanto en muestras que
amplificaron un simple amplicon (SA) como las
de multiple amplicon (MA). La identificacion
de los TRNs de las muestras se realizd6 mediante
electroforesis en gel de agarosa con una cepa de
referencia correspondiente a un amplicon de 291
pb y TRN igual a 10 (Figura 1). Se establecieron
otras referencias utilizando muestras con diferentes
TRN determinados por secuenciacion (TRN=17,
22) (Figura 1).

Los haplotipos se identificaron con base al sis-
tema de agrupacion binaria (TRN<10/TRN> 10)
establecido por Chen y colaboradores (2010) y apli-
cado exitosamente para el analisis de poblaciones de
CLas en China, Florida, México, y paises de Centro
América y region del Caribe (Matos et al., 2013;
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Cuadro 1. Origen de las muestras de citricos para el analisis de la variacion de Candidatus Liberibacter

asiaticus.
Origen de Estados Esgegie PCR positivas/
la muestra de citrico Total muestras
Noroeste Sinaloa Limoén mexicano 14/14
Limon persa 3/5
Limon italiano 2/2
Naranja 10/10
Toronja 1/1
Baja California Sur Limén mexicano 2/2
Toronja 1/1
Occidente Colima Lim6n mexicano 21/21
Limon persa 1/1
Naranja 5/5
Limon volkameriano 1/1
Toronja 1/1
Jalisco Limén persa 2/2
Naranja 10/10
Mandarina 5/5
Limon volkameriano 1/1
Michoacan Limo6n mexicano 1/1
Limon persa 11
Limon volkameriano 1/1
Nayarit Limo6n mexicano 8/8
Limon persa 11/11
Centro Estado de México Limén persa /1
Morelos Limon persa 27/27
Sureste Yucatan Limo6n mexicano 1/1
Limon persa 5/5
Naranja 2/2
Quintana Roo Limon volkameriano 1/1
Naranja 11
Oaxaca Limo6n mexicano 2/2
Veracruz Limon persa 8/15
Naranja 0/12
Toronja 0/4
Mandarina 0/2
150/177

Ma et al., 2014). Un haplotipo o genotipo haploi-
de es la combinacion de alelos que se encuentran
en dos o mas loci en un solo individuo (da Silva
et al., 2019). La diferenciacion de la estructura de
la poblacion mexicana de CLas revelada por los
TRNs se describio estimando su distribucion para
cada marcador STR, identificacion y porcentaje de

haplotipos, el nimero de alelos y el indice de diver-
sidad de Nei.

El indice de diversidad de Nei (valor H) se
calcul6 con la herramienta GenAlex 6.5 utilizando
la siguiente formula:

H =1 - Xpi2, donde pi es la frecuencia del alelo en
el locus 1 (Nei, 1972).
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Figura 1. Genotipificacion de cepas representativas de Candidatus Liberibacter asiaticus de regiones productoras de
citricos utilizando los iniciadores LasSSR-A-f/LasSSR-A-r que amplifican el locus adenosina deaminasas (STR
TACAGAA). Carril M: Marcador de peso molecular 1 kb plus (Invitrogen Life Technologies, Brasil). Lineas de
1 a 4 son muestras de la region de Occidente. Lineas S a 9 son muestras de la region Noroeste. Lineas 10 y 11son
muestras de la region Sureste. Linea 12 muestra de la region Centro. Los niimeros en blanco indican los nimeros
de repeticiones en tindem (TRN). La linea horizontal punteada indica TRN=10.

RESULTADOS
Deteccion de CLas

Se detectd por PCR a CLas en 150 de un total
de 177 muestras de citricos de las subpoblaciones
del Noroeste, Occidente, Centro y Sureste (Cuadro
1), obteniéndose el fragmento esperado de 703 pb
(Datos no mostrados) (Hocquellet et al., 1999). En
general, en las muestras colectadas se observaron
sintomas caracteristicos del HLB como punteado
clorotico, moteado asimétrico, engrosamiento de
venas, y aclaramiento de nervaduras, con algunas
excepciones, principalmente en el estado de
Veracruz, donde se confundian con deficiencias
nutricionales.

Variacion de la poblacién mexicana de

Candidatus Liberibacter asiaticus

Para realizar el analisis de variacion de la
poblaciéon mexicana de CLas se seleccionaron
87 individuos de los citricos positivos con base
al origen geografico de la muestra, el numero de
muestras por huerto analizado, la distancia entre
los lugares de colecta y el tipo de citrico.

Las 87 muestras para analizar la variacion de
la poblacion mexicana de CLas amplificaron con
los dos marcadores STR utilizados en el presente
estudio, obteniéndose valores de PIC de 0.6379
y 0.8247 para los marcadores AGACACA vy
TACAGAA, respectivamente (Cuadro 2), por lo
que ambos marcadores se consideran informativos

Cuadro 2. Iniciadores utilizados para la amplificacién y caracterizaciéon de los loci STR con base niimero
de repeticiones en tindem (TRN) en el genoma de cepas de Candidatus Liberibacter asiaticus.

Iniciadores Secuencia (5°-3”) TRN PIC Referencia
LapGP-1f GACATTTCAACGGTATCGAC AGACACA 0.6379  Chenetal., 2010
LapGP-1r GCGACATAATCTCACTCCTT
LasSSR-A-f CGCCTACAGGAATTTCGTTACG TACAGAA 0.8247  Islametal., 2012
LasSSR-A-r GACATTTCAACGGTATCGAC
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o polimérficos, ya que tienen valores de PIC
superiores a 0.5 con base a los valores sugeridos
por Botstein y colaboradores (1980).

Con el marcador AGACACA amplificaron 85
muestras con simple amplicon (SA) y dos muestras
con multiple amplicon (MA) (Cuadro 3). Mientras
que, para el marcador TACAGAA amplificaron 81
muestras con SAy en seis muestras se observaron de
dos a tres amplicones (Cuadro 3). Con el marcador
AGACACA los TRN con SA fueronde 5, 8, 12, 13,
14, 15 y 19 repeticiones, predominando el de 14,
15y 13 en el 90.5% de las muestras analizadas. En
el Occidente se encontraron los TRNs 13, 14 y 15.
En el Noroeste y Sureste se encontraron los TRN
14 y 15, mientras que en el Centro solo el TRN
14. EI TRN de cinco solo se encontr6 en la region
Sureste, aunque con baja presencia (3.5%). EI TRN
8 y 12 se encontraron solo en la region Noroeste,
aunque también en pocas muestras. El TRN 19 se
encontrd con baja presencia en la region Noroeste

(1.1%) y Sureste (1.1%). Los TRNs con SA con
el marcador TACAGAA fueron mas diversos,
aunque predomin6 el TRN 22 en todas las regiones
citricolas (30.4%), siguiéndole el TRN 24 (29.6%)
y 17 (13.6%) en las regiones Noroeste y Occidente.
Los TRNs 9 (4.9%) y 10 (13.6%) se encontraron en
la regiéon Noroeste, Occidente y Sureste. E1 TRN
ocho se encontr6 solamente en la region Sureste
(3.7%). Los TRNs 12 (2.5%), 16 (2.5%) y 23
(2.3%) solo se encontraron en la region Occidente
(Cuadro 3).

El nimero de alelos de CLas de las regiones
citricolas por cada marcador varid entre dos
y once (Cuadro 3). Las cepas de CLas con
el marcador TACAGAA mostraron la mayor
variabilidad genética con doce alelos y un indice
de diversidad de Nei global de 0.694. Con el
marcador AGACACA se encontraron nueve alelos
y un indice de diversidad de Nei global de 0.574
(Cuadro 3). Las cepas de CLas de laregion Noroeste

Cuadro 3. Distribucion del nimero de repeticiones tindem (TRN) de uinico amplicon (SA) y multiple amplicon (MA) y
diversidad genética en la poblacion mexicana de Candidatus Liberibacter asiaticus descrita mediante el niimero

de alelos y el indice de diversidad de Nei (H).

SA
Poblacion TRN AGACACA
5 8 9 10 12 13 14 15 16 17 19 22 23 24 Total* MAY Total* Alelos H

Noroeste 1 2 16 1 21 21 5 0.541
Occidente 12 27 12 51 1 52 4 0.638
Centro 2 2 1 3 2 0.375
Sureste 3 6 1 11 11 5 0.744
Total 3 1 2 12 51 14 85 2 87 9 0.574

TRN TACAGAA
Noroeste 1 2 3 2 4 4 16 5(5) 21 11 0.862
Occidente 1 6 2 1 2 9 16 2 12 51 1(1) 52 9 0.797
Centro 2 1 3 3 2 0.375
Sureste 3 2 3 3 11 11 4 0.744
Total 3 4 11 2 6 2 11 24 2 16 81 6 87 12 0.694

*Total de individuos con simple amplicon

YTotal de individuos con multiple amplicon. Los nimeros entre paréntesis en las muestras con multiple amplicon fueron seleccionadas

para secuenciacion.

“Total de individuos con tinico amplicon (SA) mas individuos con multiple amplicon (MA)
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mostraron el mayor niumero de alelos (media de
ocho alelos), obteniéndose once alelos con el
marcador TACAGAA, mientras con el marcador
AGACACA solo se obtuvieron cinco; seguido de
la region Occidente y Sureste con una media de 6.5
y 4.5 alelos, respectivamente, con nueve y cuatro
alelos con el marcador TACAGAA, asi como
cuatro y cinco con AGACACA, respectivamente
(Cuadro 3). La diversidad genética de las cepas de
CLas de las regiones citricolas mexicanas varié de
0.375 a 0.862 por marcador (Cuadro 3). La mayor
variabilidad genética se obtuvo con el marcador
TACAGAA en la region Noroeste, seguida por

Occidente, Sureste y Centro. Sin embargo, al tomar
en cuenta la media de la diversidad genética con
ambos marcadores, los valores variaron de 0.375 a
0.744 correspondiente a la region Centro y Sureste,
respectivamente con una media de 0.634. Asi, las
cepas de CLas de la region Sureste mostraron la
mayor diversidad genética, seguida por la region
Occidente, Noroeste y Centro.

Las cepas de CLas se clasificaron en haplotipos
con base al sistema de agrupacion binaria TRN<10/
TRN>10 y combinacion de alelos con ambos
marcadores. Las cepas mexicanas de CLas se
clasificaron en tres haplotipos (Cuadro 4 y 5),

Cuadro 4. Frecuencia de haplotipos en la poblacién mexicana de Candidatus Liberibacter asiaticus con
base al analisis del nimero de repeticiones en tandem (TRN) por doble locus genémico.

Marcador
AGACACA TACAGAA Poblacion?
Haplotipo TRN TRN Noroeste Occidente Centro  Sureste  Total Referencia
HA <10 9 Na* Matos et al., 2013
10
HB >10 15
16
HA <10 8 33 33 Este estudio
14 1.1 1.0
22 1.1 1.0
24 1.1 1.0
Total 1.1 1.1 1.1 33 6.3
HB >10 12 2.2 2.2 Este estudio
14 1.1 1.1 2.2
16 1.1 2.2 33
17 54 8.7 14.1
19 1.1 1.1
22 43 19.6 1.1 33 28.3
23 1.1 2.2 33
24 6.5 11.9 18.4
Total 19.5 47.9 2.2 3.3 72.9
HC >10 4 1.1 1.1 Este estudio
8 1.1 1.1
9 1.1 2.2 2.2 54
10 33 6.5 33 13.1
Total 6.6 8.7 5.4 20.8

YEl valor corresponde al porcentaje de cada combinacion alélica en muestras infectadas de la poblacion mexicana

de Candidatus Liberibacter asiaticus.

“No aplica, corresponden a haplotipos encontrados en Florida, EUA.
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Cuadro 5. Frecuencia de haplotipos de Candidatus Liberibacter asiaticus en diferentes especies de citricos de
regiones productoras de México con base al analisis del nimero de repeticiones en tandem (TRN)

por doble locus genomico.

Marcador
AGACACA TACAGAA Especie de citrico

Haplotipo TRN TRN LM LP LV LI T N M Total
HA <10 8 33 33
14 1.1 1.1

22 1.1 1.1

24 1.1 1.1

Total 4.4 1.1 1.1 6.6
HB >10 12 2.2 22
14 1.1 1.1 22

16 1.1 2.2 33

17 33 7.6 33 14.2

19 1.1 1.1

22 9.8 7.6 1.1 1.1 1.1 43 2.2 27.2

23 2.2 1.1 33

24 16.3 1.1 1.1 18.5

Total 33.8 19.6 33 1.1 2.2 9.8 2.2 72.0
HC >10 4 1.1 1.1
8 1.1 1.1

9 1.1 1.1 2.2 1.1 5.5

10 43 33 43 1.1 13.1

Total 4.3 6.6 1.1 6.5 33 20.7

“El valor corresponde al porcentaje de cada combinacion alélica en muestras de diferentes especies de citricos infectadas
con Candidatus Liberibacter asiaticus. LM = Limén mexicano, LP = Limén persa, LV = Limon volkameriano, LI =

Limon italiano, T = Toronja, N = Naranja, M = Mandarina.

predominando el haplotipo B (HB) en todas las
regiones citricolas y en todas las especies de
citricos, con el 72.9% y 72.1% de las muestras,
respectivamente, seguido por el haplotipo C (HC)
encontrado en las regiones citricolas Noroeste,
Occidente y Sureste en el 20.8% de las muestras de
todos los citricos (22.95), excepto en mandarina. El
haplotipo A (HA) se encontré con baja presencia
en el Noroeste (1.1%), Occidente (1.1%), Centro
(1.1%) y Sureste (3.3%) en limon persa (3.3%),
limoén volkameriano (1.1%) y limon italiano (1.1%)
(Cuadro 3 y 4).

DISCUSION

Siguiendo el sistema de clasificacion de
haplotipos desarrollado por Matos y colaboradores
(2013), la poblacion mexicana de CLas se agrupo
en tres haplotipos (HA, HB y HC), mientras que,
en un estudio previo con muestras de Florida, la
Peninsula de Yucatan y paises de Centro América
y region del Caribe solamente se encontraron
los haplotipos HA y HB (Matos et al., 2013). La
combinacion de TRNs con el doble locus gendémico
que permitio la clasificacion del nuevo haplotipo
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HC en el presente estudio no habia sido reportada
previamente en la poblacion mexicana de CLas,
tampoco en EUA, China y Brasil (Matos et al.,
2013), la cual consiste en la combinacion de TRNs
igual o mayores a 10 con el marcador AGACACA
y TRNs igual o menores a 10 con el marcador
TACAGAA. Algunos autores mencionan que
el nimero de muestras es fundamental para una
buena caracterizacion de cepas de CLas cuando
la extension de los huertos es grande (da Silva
et al., 2019). Sin embargo, otro de los elementos
relevantes en estudios de diversidad genética es
el PIC, el cual depende del nimero de alelos y de
las frecuencias relativas de los locus utilizados. El
haplotipo HC se identificd en las subpoblaciones
Noroeste, Occidente y Sureste en un bajo numero
de muestras; sin embargo, el PIC de los loci STR
utilizados en el presente estudio fue mayor a 0.5,
por lo tanto, estos se consideran informativos o
polimorficos (Botstein et al., 1980). En el estudio
realizado por Matos y colaboradores (2013) en la
Peninsula de Yucatan se analizé un mayor niimero de
muestras con la misma combinacion de marcadores
STR utilizados en este estudio, reportando que el
haplotipo HA fue el predominante, seguido del
haplotipo HB, mientras que en el presente estudio,
en la poblacion del Sureste, que incluye también la
Peninsula de Yucatan se encontraron tres haplotipos,
con una ligera predominancia del haplotipo HC,
seguidos de los haplotipos HA y HB, ademas de
mostrar la mas alta diversidad genética, lo que
puede estar relacionado a que en esta subpoblacion
fue donde se reportd por primera vez la presencia
de la bacteria CLas en julio de 2009 en arboles
de limén mexicano (Trujillo, 2010). Ese mismo
afio también se reportd la bacteria en los estados
de Quintana Roo, Jalisco y Nayarit en arboles de
limén mexicano y limén persa. Por lo que, se podria
sugerir que los haplotipos HA y HB se introdujeron
a la Peninsula de Yucatan desde Florida y region

del Caribe y posteriormente se dispersaron a otras
regiones citricolas de México. Sin embargo, el
haplotipo HB predomin6 en las subpoblaciones
de Occidente y Noroeste, lo que podria estar
asociado al impacto o intensidad de la enfermedad
del HLB asociado a la mayor susceptibilidad de
las especies de citricos agrios (limén mexicano
y limon persa), a condiciones climatologicas
favorables (clima calido) (Mora-Aguilera et al.,
2014; Flores-Sanchez et al., 2017; Mora-Aguilera
et al., 2019) y a una posible mayor virulencia;
aunque posteriores estudios son necesarios para
probar esta ultima hipdtesis. Por otro lado, se
sugiere que debido a la superficie establecida de
citricos, efecto agro-climatico sobre la densidad
del insecto vector, mayor incidencia de arboles
infectados y tipo de citrico se hayan ocasionado
variaciones genéticas y la aparicion o introduccion
de un nuevo haplotipo (HC) de la bacteria en la
poblacion mexicana, ya que dicho haplotipo fue
encontrado en la subpoblacion del sureste donde
se detectd originalmente la enfermedad y en todos
los citricos analizados, excepto en limdn italiano; y
posteriormente se disperso al Occidente y Noroeste
del pais. Actualmente el HLB se encuentra en 24
de los 28 estados citricolas del pais; sin embargo,
se ha vuelto endémico en la region Occidente,
productora de limén mexicano y limén persa,
donde ha causado un impacto econdémico Yy
social trascendental. Por todo lo anterior, es de
gran relevancia realizar investigacion con los
genotipos encontrados en el presente estudio
con la finalidad de probarlos en la blsqueda de
germoplasma con tolerancia a CLas para establecer
un programa de mejoramiento, inicialmente en
citricos agrios, como estrategia primordial en el
manejo del HLB, aunado al manejo del insecto
vector y la utilizacion de planta certificada en el
establecimiento de nuevas plantaciones. Ademas,
seria interesante investigar las poblaciones de
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CLas de los principales paises productores de
citricos tales como China, Brasil, EUA y México;
que permita comprender la diversidad evolutiva de
CLas, su estructura genética, asi como el impacto
epidemiologico de la bacteria. Otra investigacion
de gran relevancia que afecta las poblaciones de
CLas es la tasa de evolucion de los loci genémicos
CLIBASIA 01645 y adenosina deaminasas.

CONCLUSIONES

En la poblacion mexicana de CLas se
encontraron tres haplotipos, HA, HB y HC. En
las subpoblaciones del Occidente y Noroeste
predomind el haplotipo HB, mientras en la del
Sureste se encontrd una ligera predominancia del
haplotipo HC. El haplotipo HA se encontrd con baja
prevalencia en toda la poblacion. Este es el primer
estudio de variaciones genéticas en la poblacion
mexicana de CLas por doble-locus genémico con
repeticiones cortas en tandem, ademas, es el primer
reporte del haplotipo HC en las regiones citricolas
en México.
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