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Resumen. Con el fin de identificar genotipos con 
mayor tolerancia a CLas, una población de 621 hí-
bridos, desarrollados mediante el cruzamiento de 
cuatro genotipos de limón mexicano con tres varie-
dades de limón italiano, cuatro citranges, un citru-
melo, dos híbridos somáticos que portan genoma 
de citrange, un híbrido somático con genoma de 
pomelo y un limequat, se establecieron en campo, 
en un sitio con altas poblaciones del vector D. ci-
tri y alta carga del patógeno. A dos años y medio, 
cuando el 100 % de los híbridos fueron totalmente 
sintomáticos e iniciaron la fase de fructificación, se 
caracterizaron mediante un índice de expresión de 
síntomas, desarrollado con base el color del follaje 
y tonalidad del moteado. De las cruzas de limón 
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mexicano x citranges y de limón mexicano x limo-
nes italianos, se detectaron 60 genotipos híbridos 
con bajo índices de expresión de síntomas. El me-
nor índice de expresión de síntomas se asoció a ba-
jas concentraciones de CLas en hojas. Las concen-
traciones de CLas fueron más bajas en los híbridos 
que contenían genoma de citranges. Por su nivel de 
tolerancia a CLas y características físicas de fruta, 
16 híbridos fueron seleccionados y enviados a la 
fase de evaluación semicomercial. 

Palabras clave: Mejoramiento genético, hibrida-
ción convencional, huanglongbing, enfermedad, 
síntomas.

En los últimos años el cultivo del limón Mexi-
cano (Citrus aurantifolia) ha estado amenazado por 
la presencia de enfermedades que ponen en riesgo 
su permanencia como actividad agrícola de alta 
importancia económica. El Huanglongbing (HLB), 
asociada a la infección por la α-proteobacteria Can-
didatus Liberibacter asiáticus (CLas) es el reto más 
grande que ha enfrentado este cultivo en México. 
Se ha determinado que el HLB provoca la pérdida 
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grado de tolerancia y más alto nivel de expresión 
de genes relacionados con mecanismos de defensa.

Al respecto, Folimonova et al. (2009) al eva-
luar la respuesta de 30 genotipos de cítricos a los 
aislamientos de CLas de Florida, bajo condicio-
nes controladas en invernadero o cuarto de creci-
miento, observaron que las plantas de C. halimii, 
la mandarina ‘Clementina Nules’ (C. clementina) 
y el tangelo ‘Minneola’ (C. paradisi x C. reticula-
ta), resultaron ser los más sensibles y por lo general 
fueron las primeras en morir. La mandarina ‘Sun 
Chu Sha’ (C. reticulata), la naranja agria (C. auran-
tium), el limón ‘Volkameriano’ (C. volkameriana), 
el limón ‘Macrofila’ (C. macrophylla), el citrume-
lo ‘Swingle’ (C. paradisi. x Poncirus trifoliata), la 
cidra (C. medica), la lima dulce de Palestina (C. 
limettioides), el limón ‘Mexicano’ (C. aurantifo-
lia), el calamondin (Citrofortunella microcarpa) 
y C. micrantha, desarrollaron síntomas cloróticos 
distintivos, pero continuaron creciendo y se clasi-
ficaron como “moderadamente tolerantes. El limón 
‘Eureka’ (C. limon), la lima ‘Persa’ (C. latifolia), el 
citrange ‘Carrizo’ (C. sinensis x  P. trifoliata) y Se-
verinia buxifolia, fueron altamente tolerantes al pa-
tógeno. Las plantas de estos cítricos desarrollaron 
pocos o ningún síntoma visual bajo condiciones de 
invernadero y continuaron creciendo vigorosamen-
te, de manera similar a los árboles no inoculados. 
Sin embargo, los autores señalan que para P. trifo-
liata los resultados fueron inconsistentes.

Por su parte Stover et al. (2010) al estudiar las 
diferencias en la aparente tolerancia/resistencia a 
CLas, expresada por concentraciones bajas de la 
bacteria, en una plantación de P. trifoliata y sus hí-
bridos injertados sobre mandarina ‘Sun Chu Sha’ y 
que estuvieron expuestos a la infección natural en 
campo, observaron que P. trifoliata tenían una can-
tidad de CLas no detectable o baja, al igual que dos 
citranges, y concluyeron que P. trifoliata y algunos 
de sus híbridos pueden “tolerar” a CLas, al supri-

generalizada de vigor en los árboles, lo que se tra-
duce en reducción de su capacidad de producción 
de fruta (Robles-González et al., 2018). Cuando los 
síntomas de HLB se manifiestan en el 100% del do-
sel de los árboles, la producción de fruta se reduce 
hasta en 50%, comparado con árboles sin síntomas 
(Robles-González et al., 2013).

Se ha señalado al HLB como la enfermedad 
más destructiva de los cítricos (Wang et al., 2016) 
ya que ha impactado fuertemente tanto las superfi-
cies cultivadas, como los rendimientos y los costos 
de producción, en distintas regiones productoras 
de cítricos en el mundo (Hodges y Spreen, 2012; 
Djeddour et al., 2021; Da Costa et al., 2021). A pe-
sar de los extensos esfuerzos de investigación, has-
ta hoy, esta enfermedad es muy difícil de controlar 
debido a la complejidad de las interacciones planta-
vector-bacteria (Alquézar et al., 2021).

De acuerdo con Stover et al. (2015a) y McCo-
llum et al. (2016), el desarrollo de variedades de 
cítricos resistentes o tolerantes a CLas es la mejor 
solución a largo plazo para esta enfermedad. Ade-
más de ser la más eficiente, económica y ambien-
talmente segura (Pappu et al., 1995).   Una de las 
estrategias de mejoramiento genético es la produc-
ción de híbridos mediante la metodología conven-
cional, usando genotipos tolerantes o resistentes. 
Desafortunadamente, la mayoría de las variedades 
comercialmente importantes, así como muchos pa-
rientes cercanos de los cítricos, son susceptibles a 
la enfermedad (Albrecht y Bowman, 2011). Por lo 
que, hasta hoy no hay disponible ninguna varie-
dad de cítricos resistente a HLB (McCollum et al., 
2016; Wu et al., 2021; Alves et al., 2021).

Aunque, como lo señala McCollum et al. (2016) 
no existe una verdadera resistencia a CLas, hay in-
formes de la existencia de genotipos que han mos-
trado diferentes niveles de tolerancia. Según Wang 
et al. (2016) y Wu et al. (2021) algunas especies 
y/o variedades de cítricos han mostrado distinto 
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mir significativamente su replicación en el floema, 
incluso cuando se injertan en un genotipo fuente de 
alta concentración de la bacteria.

Así mismo, Stover y McCallum (2011) al eva-
luar ocho cultivares de cítricos que crecían en plan-
taciones comerciales con presión de enfermedades 
típicas de Florida, determinaron que, la incidencia 
y severidad del HLB variaron considerablemente 
entre las huertas y detectaron diferencias especí-
ficas entre las variedades. El tangor ‘Temple’ (C. 
reticulata) mostró consistentemente la incidencia 
más baja de síntomas de HLB y del título de CLas. 
En cambio, el tangor ‘Murcott’ y tangelo ‘Minneo-
la’ tuvieron mayor incidencia de síntomas y mayo-
res concentraciones de la bacteria. Por lo que con-
cluyeron que se puede encontrar una resistencia útil 
al HLB con síntomas reducidos y concentraciones 
bajas de CLas en cultivares convencionales. Albre-
cht y Bowman (2012) también informaron que los 
portainjertos citrange ‘Carrizo’, US-897 y US-942 
resultaron tolerantes, US-802, US-812 y el limón 
‘Volkameriano’ moderadamente tolerantes, y la 
mandarina Cleopatra susceptible a CLas.  

No se han identificado genes específicos de to-
lerancia a CLas en P. trifoliata, pero estudios re-
cientes han demostrado que los genes de resisten-
cia a enfermedades constitutivas se expresaron en 
niveles mucho más altos en híbridos de Poncirus 
tolerantes a este patógeno en comparación con los 
genotipos susceptibles (Rawat et al., 2017). Los in-
formes de la mayor tolerancia expresada por P. tri-
foliata y algunos citranges, alienta a los grupos de 
investigación para generar híbridos complejos cru-
zando Citrus x Poncirus (McCollum et al., 2016).

Por otra parte, la apomixis, también conocida 
como embrionía nucelar, embriogénesis adventicia 
o poliembrionía (Kishore, 2014) ha sido un fuerte 
obstáculo para la generación de variedades a través 
de la hibridación convencional (Wang et al., 2017; 
Simsek et al., 2018; Xu et al., 2021). En las semillas 

de especies poliembriónicas, al mismo tiempo que 
se inicia el crecimiento del embrión sexual o cigó-
tico, se desarrollan varios embriones de origen nu-
celar, (Kepiro y Roose, 2010; Mondal et al., 2015) 
que compiten con el embrión de origen sexual, 
tanto por espacio dentro de la semilla como por 
nutrientes, y generalmente terminan eliminándolo 
en etapas muy tempranas de su desarrollo (Moo-
re et al., 1993). Por lo tanto, el rescate oportuno y 
germinación in vitro de embriones inmaduros se ha 
convertido en una estrategia muy útil para superar 
el problema de apomixis y avanzar en el mejora-
miento genético de cítricos. 

A partir de 2009 el Campo Experimental Teco-
mán del INIFAP, en el estado de Colima, México, 
inició el programa de mejoramiento genético de 
limón Mexicano por el método de hibridación con-
vencional, asistido por técnicas de rescate y ger-
minación in vitro de embriones inmaduros, con la 
finalidad de generar variedades con mayor toleran-
cia a patógenos causantes de enfermedades de im-
portancia económica como son el HLB, virus tris-
teza de los cítricos y antracnosis (Colletotrichum 
acutatum). 

Este estudio tuvo como objetivo identificar ge-
notipos con mayor tolerancia a CLas, en una pobla-
ción de híbridos F1, desarrollados mediante el cru-
zamiento de cuatro genotipos de limón Mexicano 
con tres variedades de limón italiano, cuatro citran-
ges, un citrumelo, dos híbridos somáticos que por-
tan genoma de citrange, un híbrido somático con 
genoma de pomelo y un limequat bajo condiciones 
de infección natural, en un sitio con altas poblacio-
nes del vector D. citri y alta carga del patógeno.

MATERIALES Y MÉTODOS

El estudio se llevó a cabo en los terrenos del 
Campo Experimental Tecomán del INIFAP, 
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ubicado en el Km 35 carretera Colima-Manzanillo, 
en Tecomán Colima, México, a los 18°53’7 latitud 
norte y 103°50’30 longitud oeste, a 30 msnm. Se 
usaron 621 genotipos confirmados como híbridos, 
mediante marcadores morfológicos, citometría de 
flujo y marcadores moleculares y que resultaron de 
31 combinaciones genéticas generadas por el cru-
zamiento de los genotipos ‘Colimex’, Mex 13, Mex 
20 y Mex 24 de limón mexicano con las variedades 
‘Limoneira 8A’, ‘Rosenberger’ y ‘Eureka’ de limón 
italiano (C. limon), los Citranges ‘Benton’, ‘C-32’ 
y ‘C-35’ (C. sinensis x P. trifoliata) y ‘Yuma’ (P. 
trifoliata x C. sinensis) el Citrumelo ‘Swingle’ (C. 
paradisi x P. trifoliata) los híbridos somáticos HS 
10 y HS 11 (C. amblycarpa) + (C. sinensis x P. tri-
foliata), y HS 15 (C. amblycarpa) + (C. maxima) 
y el limequat, (C. aurantifolia × Fortunella japó-
nica) como se presentan en el Cuadro 1. Los híbri-
dos se clonaron por injerto sobre limón ‘Macrofila’ 
(C. macrophylla) generándose número variable de 
copias, desde dos hasta cuatro de cada uno y se lle-
varon a campo entre el 15 al 18 de julio del 2014. 
La plantación se hizo a doble hilera, dejando 2.5 
m entre árboles, 2.0 m entre hileras y 6 m entre 
cada doble hilera (1,600 árboles/ha).  El sitio expe-
rimental se encuentra en una zona de alta inciden-
cia del vector y altas concentraciones del patógeno, 
que resulta un ambiente adecuado para observar la 
respuesta de los híbridos a la infección natural de 
CLas (Albrecht y Bowman, 2011; Albrecht et al., 
2014). El suelo es del tipo migajón arcilloso con 
alto contenido de CaCO3 y pH de 7.8. Se aplicaron 
riegos por aspersión tres veces por semana con una 
duración de 6 horas/día. La fertilización se hizo de 
acuerdo al paquete tecnológico de limón Mexicano 
(Robles-González et al., 2017). No se hizo control 
de vector con el fin de mantener poblaciones altas 
y promover la infección natural de CLas en los ár-
boles híbridos y de esa manera poder estudiar su 
respuesta a la enfermedad.

Dinámica de aparición de árboles con síntomas 
de HLB

A partir del 8 diciembre de 2014, semana 19 
desde la plantación (DP), hasta el 17 de agosto de 
2015, semana 48 DP, y cuando el 100 % de los ár-
boles en la progenie de los híbridos presentaron ho-
jas con moteado difuso asimétrico, síntoma carac-
terístico del HLB, se completaron seis inspecciones 
visuales de los árboles con el objetivo de registrar 
datos del número y porcentaje de árboles sintomáti-
cos y con ello, determinar la dinámica de infección 
en las poblaciones de híbridos. Para el análisis, se 
calcularon las frecuencias de árboles con síntomas 
para cada inspección y para cada una de las combi-
naciones genéticas, resultado de las hibridaciones.

Color del follaje y tono del moteado amarillento 
en hojas sintomáticas

En diciembre de 2016, cuando los híbridos 
completaron dos años y medio de exposición a la 
infección natural de CLas y el 100 % de los árboles 
presentaron síntomas evidentes de la enfermedad, 
desde una distancia de 3 m, se revisó su copa, para 
determinar su respuesta a la enfermedad en función 
a tres niveles del color del follaje; Verde (1), Verde 
amarillento (2) y Amarillo (3), luego desde una dis-
tancia de 30 a 50 cm, se revisaron y caracterizaron 
las hojas sintomáticas con 70 a 80 días de edad, 
con base a tres niveles del tono del moteado; Verde 
claro (1), verde amarillento (2) y amarillo (3).  Los 
valores del color del follaje se multiplicaron por los 
valores del tono del moteado y se generaron seis 
índices de expresión de síntomas del HLB (IES), 
con valores de 1, 2, 3, 4, 6 y 9. Para el análisis se 
calcularon las frecuencias (%) de árboles que mos-
traron cada uno de esos IES para cada una de las 
combinaciones genéticas.
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Tono del moteado y número de copias de CLas 
en la hoja

Se seleccionaron 82 árboles híbridos F1 de las 
distintas combinaciones genéticas que presentaran 
algunos de los IES; 1, 2, 4 y 6, con 22, 19, 22 y 
19 árboles respectivamente. Con el fin de promover 

brotación vegetativa simultánea en todos los ár-
boles y tener hojas de la misma edad, se les podó 
una ramilla en cada punto cardinal, cortando en el 
punto donde tuvieran de 8 a 10 mm de diámetro, 
sin importan que no coincidiera con la base ramilla. 
Después de 80 días, cuando las hojas de los brotes 
vegetativos emergidos después de la poda completaron 

Cuadro 1. Combinaciones genéticas entre limones mexicanos con otros cítricos que tienen potencial 
de generar genotipos híbridos con mayor tolerancia a CLas.

Progenitor Femenino Progenitor masculino

‘Colimex’
(C. aurantifolia)

HS 10: ‘Amblicarpa’+’Benton’: (C. amblycarpa) + (C. sinensis x P. trifoliata) 
HS 11: ‘Amblicarpa’+’C-35’: (C. amblycarpa)+(C. sinensis x P. trifoliata )
HS 15: ‘Amblicarpa’ +Pomelo:  (C. amblycarpa) +(C. maxima)
Citrange  ‘Benton’ (C. sinensis x P. trifoliata)
Citrange ‘Yuma’: (P. trifoliata x C. sinensis)
Citrange ‘C-32’: (C. sinensis x P. trifoliata)
Citrange ‘C-35’: (C. sinensis x P. trifoliata)
Citrumelo-’Swingle’: (C. paradisi x P. trifoliata)
Pomelo: (C. maxima)
‘Eureka’(C. limon)
Limoneira L8A: (C. limon)
‘Rosenberg’: (C. limon)
‘Limequat’ (C. aurantifolia x Fortunella japonica)

Mex 13 
(C. aurantifolia)

Limoneira L8A: (C. limon)
‘Eureka’: (C. limon)
‘Rosenberg’: (C. limon)
Citrange ‘C-35’: (C. sinensis x P. trifoliata)
Citrange ‘C-32’: (C. sinensis x P. trifoliata)
Citrange ‘‘Yuma’’: (C. sinensis x P. trifoliata)

Mex 20 
(C. aurantifolia) 

Citrange ‘C-32’: (C. sinensis x P. trifoliata)
‘Limequat’: (C. aurantifolia x Fortunella japonica)

Mex 24 
(C. aurantifolia)

Citrange ‘Yuma’: (C. sinensis x P. trifoliata)

‘Eureka’
(C. limon)

‘Colimex’: (C. aurantifolia)
Mex 13: (C. aurantifolia)
Mex 20: (C. aurantifolia)

Limoneira L8A
(C. limon)

‘Colimex’: (C. aurantifolia)
Mex 13: (C. aurantifolia)
Mex 20: (C. aurantifolia)

‘Rosenberg’
(C. limon)

‘Colimex’: (C. aurantifolia)
Mex 13: (C. aurantifolia)
Mex 20: (C. aurantifolia)
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yoría de los árboles no presentaron los síntomas 
correspondientes. Esto se explica por el hecho de 
que esta enfermedad solo ataca a los genotipos de 
limón Mexicano (Orozco-Santos et al., 2013) y no 
afecta a las otras especies de cítricos que se usaron 
en los cruzamientos y, por lo tanto, los híbridos he-
redaron su tolerancia o resistencia de esos progeni-
tores. Esto ya representa un logro importante y una 
ventaja respecto al limón Mexicano convencional.

En este sitio, las altas poblaciones de D. citri 
están presentes desde el 2006 y el HLB es endémi-
co desde mayo de 2011, por lo que, para el tiempo 
en que se establecieron los híbridos en campo, la 
incidencia de árboles sintomáticos en la zona era 
de 100%. Dadas esas condiciones de alta concen-
tración del patógeno en la zona, en un término de 
tres meses, los árboles de algunos cruzamientos ya 
presentaban hojas con síntomas característicos del 
HLB. Como se muestra en el Cuadro 2, para la se-
mana 19 DP, el 14.3 % de árboles en la población 
de híbridos, presentaron el moteado característico 
del HLB. A nivel particular, los mayores porcenta-
jes de árboles sintomáticos (16.6 a 44.4 %), los pre-
sentaron los progenitores de limón Mexicano y los 
de limón italiano, así como los híbridos de limón 
Mexicano x limones italianos y de limón Mexicano 
x híbridos somáticos. Esto demuestra una respuesta 
temprana a la enfermedad que tienen los limones 
mexicanos y los limones italianos para presentar 
los síntomas de la enfermedad del HLB, como lo 
sugiere de Curtolo et al. (2020). Este resultado 
contrasta con lo señalado para otros cítricos (Lee 
et al., 2015). Las cruzas de limones mexicanos x 
citranges y de limón Mexicano x ‘Limequat’, pre-
sentaron los menores porcentajes de árboles sinto-
máticos para esta variable en esta fecha.  

Para las inspecciones posteriores, la proporción 
de árboles sintomáticos en todas las combinaciones 
genéticas aumentó gradualmente hasta alcanzar un 
promedio general de 83.88 % en la semana 48 DP. 

su desarrollo y las hojas presentaban ya los sínto-
mas característicos del moteado de HLB, se co-
lectaron 10 hojas sintomáticas por cada árbol. Se 
etiquetaron, se metieron en bolsas de papel, luego 
se pusieron en una hielera con gel refrigerante y 
se enviaron al Centro Nacional de Recursos Ge-
néticos para que mediante la técnica de qPCR se 
determinaran las concentraciones de la bacteria a 
través del número de copias de gen 16S ribosomal 
de CLas por miligramo de tejido. 

El  ADN se extrajo usando el método CTAB 
(Doyle y Doyle, 1990). Las amplificaciones de 
PCR tiempo real se llevaron a cabo utilizando el 
sistema LightCycler 1.5 (Roche). Las reacciones 
se hicieron con un volumen de 10 µL contenien-
do Master mix 1X, 250 nM de cada iniciador HL-
Bas y HLBr, 150 nM de la sonda HLBp (TaqMan), 
100 ng de ADN y H2O grado molecular (Li et al., 
2006). Las secuencias de los iniciadores y la son-
da utilizadas fueron HLBas: 5’-TCGAGCGCG-
TATGCAATACG-3’, HLBr: 5’-CTACCTTTTTC-
TACGGGATAACGC-3’ y HLBp: 5’-AGACGGG-
TGAGTAACGCG-3’. Las condiciones de reacción 
para la amplificación fueron de 95 °C por 10 min 
seguido de 50 ciclos a 95 °C por un min y 58 °C 
por 40 segundos. Todas las reacciones se llevaron a 
cabo por duplicado en cada corrida y se incluyó un 
control negativo y otro positivo. 

DISCUSIÓN Y RESULTADOS 

Dinámica de aparición de árboles con síntomas 
de HLB

Los híbridos de todas las combinaciones ge-
néticas mostraron igual sensibilidad a ataque de 
las plagas y enfermedades comunes para el limón 
mexicano en la región. A excepción de la antrac-
nosis (Colletotrichum acutatum) a la que la ma-
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Los limones mexicanos y los limones italianos al-
canzaron el 100 % de árboles sintomáticos desde 
la semana 37 DP. Por su parte las cruzas de limo-
nes mexicanos x híbridos somáticos y de limones 
mexicanos x limones italianos superaron el 95 % 
hasta la semana 48 DP. Los híbridos de las cruzas 
de limones mexicanos x citranges registraron ape-
nas un 71 % de árboles con síntomas en el último 
muestreo. Los citranges, que estuvieron creciendo 
en el banco de germoplasma, alcanzaron solo un 
24 % de árboles sintomáticos, a pesar de que estu-
vieron expuestos a la infección natural desde mayo 
de 2011, cuando se detectó la enfermedad en este 
sitio experimental. 

De estos resultados se puede apreciar que como 
lo señalan (Albrecht y Bowman, 2012; Folimono-
va et al., 2009; Stover y McCallum, 2011) los ge-
notipos con genoma de P. trifoliata presentan un 
comportamiento distinto en relación la dinámica de 
aparición de árboles sintomáticos en poblaciones 
expuestas a la infección natural. Lo anterior se pue-
de explicar porque los árboles de este género y sus 
híbridos son menos visitados por el vector como lo 

señalan Westbrook et al. (2011) y George y Lapo-
inte (2019) y eso determina una dinámica más lenta 
para su infección. O como sucede en otros cítricos, 
la infección se mantiene latente y los síntomas tar-
dan más tiempo en expresarse como lo señalan Lee 
et al. (2015).

Color del follaje y tono del moteado amarillento 
en hojas sintomáticas

Entre los progenitores hubo diferente respuesta 
al HLB. En el Cuadro 3 se presentan las frecuen-
cias de árboles, de los distintos progenitores usados 
para los cruzamientos, que presentaron cada uno de 
los seis niveles del IES. Los IES con valor más alto 
corresponden a un nivel de tolerancia al patógeno 
más bajo. Ninguno de los progenitores registró el 
IES 9, lo que significa que sus árboles no alcanza-
ron el máximo nivel de amarillamiento en el follaje 
o que el tono del moteado causado por el CLas tam-
poco fue el más alto. Todos los árboles siguen pro-
duciendo fruta con características físicas normales 
y mantienen su calidad comercial. Los progenitores 

Cuadro 2. Frecuencias (%) de árboles híbridos F1 de las cruzas de limón Mexicano con otros cítricos y 
sus progenitores que presentaron síntomas del HLB entre las semanas 19 a la 48 después de su 
establecimiento en campo.

Genealogía Árboles Núm. Semanas desde la plantación
19 26 30 37 42 48

Mexicanos x Citranges 384 3.6 5.6 25.7 42.3 64.6 71.6
Mexicano x ‘Limequat’ 41 0.0 0.0 9.2 23.4 64.7 66.4
Mexicano x HS 138 27.8 39.2 55.9 88.2 95.6 97.2
Mexicanos x Italianos 825 22.4 44.3 62.9 82.9 91.6 95.6
Limones Mexicanos 19 16.6 52.8 88.9 100.0 100.0 100.0
Limones Italianos 16 44.4 66.6 66.6 100.0 100.0 100.0
Citrangesy 24 25.0
‘Limequat’y 2 100.0
Híbridos somáticosy 15 93.0
Pomeloy 10 90.0

Promedio general 14.3 26.1 38.6 54.6 64.6 83.9

xHS=Híbridos somáticos; yLos datos se tomaron solo en agosto de 2015 de árboles adultos expuestos al HLB 
desde el año de 2011.
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de limones mexicanos, los limones italianos, el ‘Li-
mequat’ y el pomelo, registraron IES 4 y 6. Esto 
sugiere que sus árboles presentan follaje verde o 
verde amarillento y el moteado puede ser de tono 
verde claro o incluso amarillo. Esto indica un ni-
vel de tolerancia de medio a alto, lo que coincide 
con lo señalado por Folimonova et al. (2009). Sin 
embargo, los citranges ‘‘C-32’’ y ‘C-35’, ‘Benton’, 
‘Yuma’, el citrumelo ‘Swingle’ registraron IES de 
1 y 2 ya que sus árboles presentaron hojas con co-
loración de verde o verde claro y el moteado verde 
claro o verde amarillento. Esta es la expresión más 
baja de la enfermedad, indicando que estos geno-
tipos tienen un mayor nivel de tolerancia a CLas 
como lo reportaron Stover et al. (2010).

Respecto a las poblaciones de híbridos, también 
mostraron gran variación respecto a esta variable. 
Después de dos años y medio desde la plantación, 
los árboles presentaron buen desarrollo, a pesar de 
estar plantados en un suelo con alto contenido de 
CaCO3. Esto se debe a que el portainjerto Macrofi-

la le confirió adaptación a esa condición del suelo. 
Aunque hubo árboles amarillentos debido al sín-
toma de HLB, no se registró defoliación como lo 
reportan Stover et al. (2012) y Stover et al. (2015a) 
que sucede en árboles de toronja con alta sensibi-
lidad al HLB. Tampoco se observó reducción de 
vigor. La mayoría de los árboles habían iniciado el 
periodo de fructificación, pero no se detectaron sín-
tomas de la enfermedad en la fruta, confirmando un 
nivel de tolerancia de medio a alto, como lo señala 
Folimonova et al. (2009) para limón Mexicano y 
limón ‘Eureka’.

Ya que los árboles fueron infectados práctica-
mente desde la fecha de su establecimiento en cam-
po, para este tiempo, el 100 % de su dosel presentó 
los síntomas del moteado asimétrico. Solo las ho-
jas de brotes vegetativos con edad menor a los 60 
días no lo presentaron, ya que, para este estado de 
desarrollo de las hojas, los síntomas de la enfer-
medad aún no se manifiestan claramente (Robles-
González et al., 2013). Se pudo identificar árboles 

Cuadro 3.	 Frecuencias (%) de árboles que mostraron alguno de los seis índices de respuesta a 
la infección de CLas entre los progenitores usados en cruzas de limón Mexicano con 
otros cítricos.

Progenitores Árboles    
Núm.

Índice de respuesta a la infección de clas CLas
1 2 3 4 6 9

Hibrido Somático 10 5 - - 25 50 25 -
Hibrido Somático 11 5 - - 25 50 25 -
Hibrido Somático 15 5 - - 25 50 25 -
‘Eureka’ 4 - - - 50 50 -
‘Limoneira 8A’ 4 - - - 25 75 -
‘Rosenberg’ 5 - - - 60 40 -
‘Colimex’ 8 - - - - 100 -
Mex 13 7 - - - 28.5 71.5 -
Mex 20 4 - - - 50 50 -
Mex 24 4 - - - 25 75
Citrange ‘C-32’ 5 100 - - - - -
Citrange ‘C-35’ 4 80 20 - - - -
Citrange ‘Benton’ 5 80 20 - - - -
Citrange ‘Yuma’ 5 80 20 -- - - -
Citrumelo ‘Swingle’ 5 80 20 - - - -
‘Limequat’ 2 - - - 50 50 -
Pomelo 3 - - - 75 25 -
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con follaje amarillento y aspecto clorótico, provo-
cado por la expansión de las manchas del moteado 
asimétrico en las hojas seniles. 

Como se observa en el Cuadro 4, en la mayoría 
de las combinaciones genéticas se detectaron árbo-
les para los distintos IES. Los IES 4, 6 y 9 tuvieron 
las frecuencias de híbridos más altas con esa clasi-
ficación y promediaron 25.2, 48.1 y 23.5 % respec-
tivamente. Estos síntomas considerados de medio 
a alto en la escala utilizada en el estudio. Con fre-

cuencias menores, pero importantes se detectaron 
árboles híbridos para los IES 1 y 2, con promedios 
de 16.2 y 11.9 % respectivamente. Estos árboles 
presentaron follaje verde, saludable y el moteado 
fue del tipo verde claro. Sobresalen las cruzas en 
las que intervinieron principalmente los progenito-
res de citranges y el citrumelo ‘Swingle’ por pre-
sentar híbridos con IES 1, el más bajo de la escala. 
Estos híbridos mostraron una buena respuesta a la 
enfermedad bajo las condiciones en que se reali-

Cuadro 4.	 Frecuencias (%) de híbridos de limón Mexicano que mostraron alguno de los seis niveles 
de expresión de síntomas de HLB con base al color de follaje, color y tono del moteado 
después de 48 semanas de estar expuestos a la infección natural de CLas en campo.

Cruzas Híbridos 
Núm.

Índice de expresión de síntomas
1 2 3 4 6 9

‘Colimex’ x HS 10 9 11.1 11.1 66.6 11.1
‘Colimex’ x HS 11 22 4.5 18.2 50.0 27.2
‘Colimex’ x HS 15 22 4.5 13.6 68.2 13.6
‘Colimex’ x ‘Benton’ 1 100.0
‘Colimex’ x ‘Yuma’ 8 12.5 12.5 12.5 62.5
‘Colimex’ x ‘C-32’ 43 37.2 23.2 6.9 11.6 11.6 9.3
‘Colimex’ x ‘C-35’ 17 23.5 17.6 23.5 29.4 5.9
‘Colimex’ x ‘Suingle’ 6 16.6 50 33.3
‘Colimex’ x ‘Pomelo’ 7 100.0
‘Colimex’ x ‘Limequat’ 26 11.5 7.7 3.8 7.7 65.4 3.8
‘Colimex’ x ‘Eureka’ 4 25.0 25.0 50.0
‘Colimex’ x ‘Limoneira 8A’ 2 50.0 50.0
‘Colimex’ x ‘Rosenberg’ 69 2.9 2.9 5.8 8. 7 52.1 27.5
Mex 13 x ‘Limoneira 8A’ 29 10.3 3.4 20.7 55.1 10.3
Mex 13 x ‘Eureka’ 15 26.6 46.6 26.6
Mex 13 x ‘Rosenberg’ 22 13.0 43.4 30.4 13.0
Mex 13 x ‘C-35’ 92 17.4 5.4 2.1 21.7 47.8 5.4
Mex 13 x ‘C-32’ 8 22.2 11.1 33.3 33.3
Mex 13 x ‘Yuma’ 16 6.2 6.2 62.5 25.0
Mex 19 x ‘C-32’ 32 21.8 9.3 3.1 21.8 37.5 6.2
Mex 19 x ‘Limequat’ 8 11.1 66.6 22.2
Mex 24 x ‘Yuma’ 5 33.3 66.6
‘Eureka’ x Mex 13 1 40.0 40.0 20.0
‘Limoneira 8A’x ‘Colimex’ 29 3.4 3.4 6.9 34.5 51.7
‘Limoneira 8A’x Mex 13 9 55.5 44.4
‘Limoneira 8A’x Mex 20 3 66.6 33.3
‘Rosenberg’ x ‘Colimex’ 25 1.3 3.2 1.3 10.3 47.7 36.1
‘Rosenberg’ x Mex 13 19 15.8 5.2 47.3 31.5
‘Rosenberg’ x Mex 20 72 4.1 15.2 1.4 25.0 38. 9 15.2
Porcentaje promedio 16.2 11.9 4.2 25.2 48.1 23.5
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zó el estudio y pueden ser tomados en cuenta para 
posteriores trabajos de evaluación agronómica y 
de calidad de fruta, o bien en próximos trabajos de 
retrocruzas con el fin de recuperar características 
deseables de limón Mexicano y eliminar o reducir 
las no deseadas que confiere Poncirus y que son 
dominantes. 

Los resultados de este trabajo tienen semejanza 
con los reportados por Stover et al. (2010) quie-
nes consignan que el género Poncirus y algunos 
de sus híbridos tienen tolerancia a CLas. También 
hay coincidencia con lo señalado por Stover et al. 
(2012) quienes señalan que, en la progenie de la 
cruza entre dos variedades altamente sensibles a 
este patógeno, pueden aparecer genotipos con ma-
yor tolerancia que sus progenitores. Estos autores 
observaron que el pomelo ‘Triumph’, un hibrido 
producto de la cruza de toronja x naranja dulce, 
dos variedades con alta sensibilidad al HLB, pre-
sentó un mejor comportamiento y mayor tolerancia 
a CLas bajo un ambiente de donde la enfermedad 
es endémica.

Algunos híbridos de las cruzas de limones 
mexicanos x limones italianos también presentaron 
IES 1 y 2. Lo que sugiere que en la segregación y 
recombinación genética que se da en las hibridacio-
nes entre cítricos, que normalmente son altamente 
heterocigóticos, se generan nuevas combinaciones 

de genes, en las que, como lo menciona Stover et 
al. (2012), se pueden ganar genes de tolerancia o se 
pueden perder genes para sensibilidad. Cualquiera 
que sea el caso, es muy importante lograr genotipos 
que incrementen su nivel de tolerancia a este pató-
geno en limón Mexicano.

Expresión de síntomas y concentración de bac-
terias de CLas en la hoja

De las 82 muestras que se enviaron al labora-
torio del Centro Nacional de Recursos Genéticos 
del INIFAP para determinar presencia y cantidad 
de la bacteria con base al número de copias de gen 
16S ribosomal de CLas, solo se procesaron exito-
samente 60 muestras. El laboratorio reportó los re-
sultados como número de bacterias/mg de tejido de 
hoja. Se detectó una gran variabilidad en la concen-
tración del patógeno en las distintas muestras, que 
fueron desde 55 hasta 17,565,313 copias del gen 
16S ribosomal /mg de tejido. Al organizar los datos 
con base al IES se observa cierta relación entre el 
valor del IES y la concentración del patógeno. En 
el Cuadro 5 se puede apreciar que los árboles con 
IES 1, promediaron 129,011 copias del gen 16S ri-
bosomal/mg de tejido, la concentración más baja. 
Por el contrario, los árboles que tuvieron el IES 6 
alcanzaron 2,342,563 copias/mg, el promedio de 

Cuadro 5.	 Número de copias del 16S ribosomal de C. Liberibacter en relación 
con el Indice de Expresión de Síntomas y a tres combinaciones gené-
ticas de limón Mexicano con otros cítricos.

Factor Bacterias /mg de tejido

Índice de expresión de síntomas
IES 1 129,011
IES 2 303,483
IES 4 261,503
IES 6 2,342,563

Combinaciones genéticas
Limones mexicanos x Citranges 120,782
Limones mexicanos x limones italianos 448,879
Limones mexicanos x Híbridos somáticos 1,989,220
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concentración más alto. Los árboles con IES 2 y 4, 
tuvieron promedios intermedios. Cuando los datos 
se agruparon con base a las combinaciones gené-
ticas generadas por cruzar los limones mexicanos 
x otros cítricos, el grupo de híbridos de la cruza 
de limón Mexicano x Citranges promedió 120,782 
copias/mg, la concentración más baja del patóge-
no. Le siguió el grupo de híbridos entre limones 
mexicanos x limones italianos con 448,879 copias/
mg y finalmente el grupo que resultó de las cruzas 
entre limones Mexicano x híbridos somáticos con 
1,989,220 copias/mg, que resultó el promedio más 
alto. De acuerdo con estos resultados, la concentra-
ción de CLas en los tejidos parece estar relacionada 
con el genoma que se empleó en los cruzamientos. 
Las combinaciones donde se usaron como proge-
nitores los citranges fueron las que tuvieron las 
concentraciones más bajas. En sus trabajos Stover 
et al. (2015b) encontraron relaciones similares y 
determinó que el pedigrí de los progenitores tuvo 
efecto significativo en las concentraciones de CLas.  

De los híbridos que mostraron follaje menos 
afectado por el CLas, se seleccionaron 16 genoti-
pos que además presentaron, ausencia de síntomas 
de antracnosis y fruta sin semilla. Estos materiales 
se clonaron y se llevaron a la fase de evaluación 
semicomercial, donde durante tres años han estado 
expuestos a la infección natural de CLas. La ma-
yoría de esos genotipos siguen produciendo follaje 
verde con aspecto sano y mejor comportamiento 
ante la enfermedad. Un híbrido de limón Mexica-
no x limón italiano, por su hábito de crecimiento, 
follaje, tamaño y forma de la fruta, se asemeja al 
limón ‘persa’ (Figura 1B). Otro híbrido entre Mex 
13 x citrange ‘C-35’, produce fruta del tamaño y 
forma semejante al limón Mexicano, pero sin se-
milla y con floración constante durante todo el año, 
lo que lo hace de interés comercial. La evaluación 
de estos híbridos continuará en la región citrícola 
de Colima, una de las primeras áreas endémicas de 
CLas en México y con las mayores cargas de inó-
culo. 

Figura 1.	A) Árbol de limón Mexicano variedad ‘Colimex’ mostrando severos síntomas del HLB. B) Árbol hibrido Mex 13 x 
‘Rosenberg’, mostrando follaje con síntomas ligeros del HLB.
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CONCLUSIONES  

La exposición a la infección natural en campo, 
en un sitio con alta carga del patógeno causante del 
HLB, permitió identificar 60  híbridos originados 
del cruzamiento de los genotipos ‘Colimex’, Mex 
13, Mex 20 y Mex 24 de limón Mexicano con li-
món italiano variedad ‘Rosenberger’ y los citran-
ges ‘Yuma’, ‘C-32’ y ‘C-35’ y el citrumelo ‘Swin-
gle’ con índices de expresión de síntomas bajos y 
una aparente mayor tolerancia a CLas.
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