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Resumen. El Huanglongbing (HLB) es una en-
fermedad considerada como la mas destructiva
para los citricos en el mundo, es causada por Can-
didatus Liberibacter asiaticus (CLas) y diseminada
por el vector Diaphorina citri. E1l HLB ha generado
cuantiosas pérdidas econdmicas en la citricultura
mundial. Todas las variedades comerciales de citri-
cos son susceptibles a esta enfermedad. La natura-
leza de CLas como parasito intra celular estricto li-
mitado al floema dificulta el estudio fitopatologico
de la enfermedad. Las herramientas “Omicas”, que
permiten aplicar analisis comparativos con enfoque

masivos, han resultado ttiles para describir la in-
teraccion entre el agente patogénico y diferentes
especies de citricos, generando conocimiento sobre
las bases moleculares de la patogenicidad de CLas
y de las respuestas de los hospederos ante la infec-
cion. Sin embargo, muchos procesos inmersos en
la compleja interaccion CLas-citricos ain no son
del todo comprendidos. En la presente revision se
resumen algunos de los principales hallazgos en la
ultima década relacionados con los posibles me-
canismos de patogenicidad de CLas a nivel mole-
cular, asi como de las respuestas transcripcionales
y metabolicas inducidas en citricos tolerantes o
susceptibles, ante la infeccion. Este conocimiento
es necesario para el disefio e implementacion de
nuevas estrategias para el manejo sustentable de la
enfermedad.

Palabras clave: Huanglongbing, respuesta inmu-
ne, dmicas, fitohormonas, susceptibilidad, toleran-
cia.
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Los citricos (género: Citrus, familia: Rutaceae,
subfamilia: Aurantoideae) son cultivos frutales de
importancia econémica en el mundo; su desarro-
llo 6ptimo se da entre los 35 y 40° de latitud norte
y sur, es decir, en areas tropicales y subtropicales
(Gottwald, 2010; Liu et al., 2012; Nehela et al.,
2018). La produccion de citricos es afectada por la
incidencia de una gran variedad de plagas y enfer-
medades, de las cuales destaca el Huanglongbing
(HLB), enverdecimiento o dragén amarillo de los
citricos, catalogada como la enfermedad mas des-
tructiva de estos cultivos a nivel global ya que cau-
sa anualmente pérdidas por billones de dolares a
nivel mundial (Timmer et al., 2000; Singerman y
Rogers, 2020).

Las plantas que contraen esta enfermedad desa-
rrollan una serie de sintomas caracteristicos: brotes
amarillos en sectores del dosel, adelgazamiento de
las ramas afectadas, pocos frutos, moteado asimé-
trico con islas amarillas y acumulacion de almidon
en hojas las cuales tienden a ser mas gruesas, cor-
chosas, agrandadas, coridceas y con venas amari-
llas, sintoma similar a deficiencias nutricionales
como carencia de zinc. Los frutos presentan colo-
racion desigual y reduccion de tamafo, maduracion
inversa iniciando en el tallo, deformacion, caida
prematura y aborto de semillas. La cobertura del
sistema radicular también se afecta, disminuyen-
do las raices secundarias, lo que limita la toma de
minerales del suelo (Esquivel-Chavez ef al., 2012;
Robles-Gonzalez et al., 2013; da Graca et al., 2016;
Nehela y Killiny, 2020b).

El HLB afecta las plantaciones comerciales al
incrementar la tasa de mortalidad de arboles, redu-
cir el rendimiento y calidad de frutos, e incrementar
los costos de produccion (Farnsworth ef al., 2014).
El rendimiento puede reducirse desde un 30% hasta
pérdida total, seglin el nivel de intensidad de la en-
fermedad; los frutos son pequefios, acidos y el jugo
es bajo en contenido de grados brix, lo que dificulta

colocarlos en el mercado (Bassanezi et al., 2009).
En Florida se reportd un 23% de reduccién en la
produccién de citricos del afio 2006 al 2011, con
mas de 1.7 mil millones de délares y 8000 empleos
directos e indirectos perdidos (Hodges y Spreen,
2012). El numero de citricultores en Florida dismi-
nuy6 de 7389 en el afio 2002 a 2775 en 2017; ade-
mas, las plantas procesadoras de jugo se redujeron
de 41 a 14 y las empacadoras de 79 a 26 en el mis-
mo periodo de tiempo (Singerman y Rogers, 2020).
En México son pocos los reportes del impac-
to del HLB. El estado de Colima ha sido de los
mas afectados por HLB, donde se han replantado
casi 5000 ha dafadas, particularmente de limén
Mexicano, con una reduccion de mas de 84 mil t
de produccion y una pérdida econémica neta ma-
yor a 300 millones de pesos (Granados-Ramirez y
Hernandez-Hernandez, 2018). En Yucatan, Flores-
Sanchez et al. (2015) sefialan que arboles enfer-
mos sintomaticos mostraron una reduccion en el
peso de fruto del 17.3% y de volumen de jugo del
18.6%, con lo cual se estimo6 una pérdida de 2.4 t
ha'!. Salcedo et al. (2011) y Hernandez-Hernandez
et al. (2019) sugieren que, ante un escenario de alto
impacto del HLB, se podrian perder mas de 19 mi-
llones de empleos en todo el pais y la pérdida en la
produccion de naranja llegaria a 1.8 millones de t.
Entre las estrategias para el manejo del HLB, se
encuentran desde los esfuerzos iniciales para fre-
nar el avance de la enfermedad en las plantacio-
nes mediante la eliminacion de plantas enfermas
(Martini et al., 2015) y el uso de planta certificada
(Bové, 2012), asi como aplicaciones foliares de in-
secticidas (Boina y Bloomquist, 2015) o el control
biolégico del vector (Alvarez et al., 2016); hasta
tecnologias en desarrollo como la termoterapia
(Hoffman et al., 2013) o la generacion de plantas
transgénicas resistentes (Dutt et al., 2015; Ventu-
ra-Medina et al., 2019; Soares et al., 2020). Ante
el panorama de que la enfermedad ya se encuentra
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establecida en la mayoria de las plantaciones co-
merciales en el mundo, actualmente se evaltan
estrategias que permitan prolongar la vida produc-
tiva de los arboles infectados que incluyen manejo
agrondmico como programas de fertilizacion com-
plementarios (Xia et al., 2011; Uthman et al., 2020;
Atta et al., 2021; Hernandez-Morales et al., 2021),
el uso de inductores de resistencia (Hu et al., 2018;
Trinidad-Cruz et al., 2019; Flores-de la Rosa et al.,
2021), péptidos antimicrobianos (SAMPs) (Huang
et al., 2021), antibioticos (Killiny et al., 2020) o
fitohormonas (Tang ef al., 2021; Ma et al., 2022).
También se considera que tecnologias de frontera
como la edicion genética mediante CRISPR pue-
de ser una alternativa viable en el manejo del HLB
(Song et al., 2017).

Sin embargo, el desarrollo de estrategias efec-
tivas y sustentables que disminuyan el impacto del
HLB requiere comprender a fondo los mecanismos
involucrados en la interaccion CLas-citricos, iden-
tificar los factores genéticos y moleculares que par-
ticipan en el proceso de patogénesis de CLas y en
las respuestas de defensa de las plantas, asi como
de los determinantes de tolerancia en citricos. Con
el uso de las denominadas herramientas omicas, en
la Gltima década se han identificado posibles fac-
tores de virulencia de CLas y algunas de las ba-
ses moleculares potencialmente involucradas en el
proceso de infeccién y patogénesis (Dalio et al.,
2017; Coyle et al., 2018). También se han descrito
respuestas transcriptdmicas, protedmicas y meta-
bolomicas expresadas diferencialmente en plantas
infectadas de variedades tolerantes y susceptibles,
con el fin de identificar mecanismos involucrados
en la tolerancia (da Graga et al., 2016; Dalio et al.,
2017; Coyle et al., 2018; Curtolo et al., 2020a; Yao
et al., 2020).

En el presente trabajo se revisa el estado del arte
sobre los mecanismos moleculares y procesos me-
tabodlicos asociados a la interaccion CLas-citricos;

en particular con la variante asiatica debido a que
es la especie predominante en México y el mun-
do; haciendo énfasis en elementos sobre los cuales
podran desarrollarse futuras estrategias para el ma-
nejo sustentable de la enfermedad como: el recono-
cimiento molecular planta-patdogeno, la diferencia
en la respuestas transcriptomicas/protedmicas/me-
tabolomicas entre variedades susceptibles y tole-
rantes, la modulacién de las respuestas de defensa
mediante hormonas, asi como la relacion entre los
cambios metabdlicos/fisiologicos en las plantas y el
desarrollo de sintomas en variedades susceptibles.

El acceso a esta informacion de forma compren-
sible no solo para la comunidad cientifica, sino
también para funcionarios de las dependencias de
gobierno, técnicos, productores y sociedad en ge-
neral, es necesario para que las novedosas tecnolo-
gias en desarrollo sean adoptadas en campo.

Al agente causal de HLB y su transmisién. El
HLB es causado por bacterias gram-negativas del
género Liberibacter, patdgenos obligados que co-
lonizan células del floema de las plantas infectadas
y no pueden ser aisladas en medios artificiales con
técnicas microbiologicas tradicionales, por lo que
permanece con el estatus de “Candidatus” (Fleites
et al., 2014; Merfa et al., 2019). Sin embargo, se
ha logrado obtener cultivos axénicos mediante el
uso de biorreactores (Ha et al., 2019). Con base en
la distribucion geografica y en caracteristicas de la
secuencia del gen 16S del rADN (ADN ribosomal),
se han propuesto cuatro especies asociadas a la en-
fermedad del HLB: Candidatus Liberibacter asia-
ticus (CLas), Ca. L. americanius (CLam), Ca. L.
africanus (CLaf) y Ca. L. caribbeanus (CLca) (Ja-
goueix et al., 1994; Thapa et al., 2020). La transmi-
sion de la enfermedad ocurre por el uso de injertos
infectados y, en mayor medida, por insectos vecto-
res como Trioza erytreae (Del Guercio; Hemiptera:
Triozidae) en el continente africano, Diaphorina
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citri (Hemiptera: Liviidae) en los continentes asia-
tico y americano (Bové, 2006), y Cacopsylla citri-
suga en China (Cen et al., 2012).

El proceso de transmision del HLB por D. citri
inicia cuando el vector adquiere la bacteria CLas al
alimentarse de la savia de un arbol enfermo; las cé-
lulas bacterianas pasan del intestino a la hemolinfa,
luego a las glandulas salivales donde permanece en
estado de latencia dentro del vector (3-20 dias) y
se reproduce antes de transmitirse a nuevas plantas
(Ammar et al., 2016). Las células bacterianas se
propagan a la mayoria de los 6rganos del insecto,
multiplicandose en vacuolas asociadas al reticulo
endoplasmatico (Ghanim et al., 2017). Los insec-
tos pasan la bacteria de arboles enfermos a sanos
en alimentaciones posteriores (Hall et al., 2013).
Pelz-Stelinski y Killiny (2016) indican que la trans-
mision de CLas a una planta sana puede ocurrir in-
cluso después de 30 min de haberse alimentado de
un arbol enfermo. Cuando la bacteria es transmi-
tida a nueva planta a través del estilete del insecto
hacia el floema de brotes tiernos, se distribuye por
el tejido vascular hacia toda la planta de forma he-
terogénea, incluyendo hojas, tallos, raices, tejidos
florales, frutos y semillas; aunque no hay reportes
de transmision vertical de semilla a plantulas (Tati-
neni et al., 2008; Bagio et al., 2020). Sin embargo,
la colonizacion de CLas esta limitada al floema.
La aparicion de sintomas es un proceso lento, se
requieren entre 6 y 9 meses entre la inoculacion
experimental mediante injerto o infeccion inducida
mediante vectores y la aparicion de los primeros
sintomas (Folimonova et al., 2010).

El desarrollo del HLB en una planta y su epi-
demiologia, dependen de la convergencia espacio
temporal de un hospedero susceptible, el patogeno
virulento, el vector y condiciones ambientales fa-
vorables (Francl, 2001). La densidad del hospede-
ro, la densidad del vector y la dominancia del vien-
to son fundamentales para la dispersion del indculo

primario; pero también lo son las actividades an-
tropogénicas (Flores-Sanchez et al., 2017). Por ello
consideramos que en el tetraedro de la enfermedad
descrito por Dik y Albajes (1999), se debe incluir al
productor o controlador del agroecosistema (Figura
1), ya que es el responsable del uso oportuno de las
estrategias técnicas disponibles para evitar la dis-
persion y reducir el impacto de la enfermedad (Pé-
rez-Zarate et al., 2016; Pérez-Zarate et al., 2020).
Aun no se conocen los mecanismos de patogé-
nesis de CLas es decir, como el patdgeno causa los
dafos observados en las plantas susceptibles. Una
vision general de algunos de los posibles eventos
bioquimicos y moleculares subsecuentes a la trans-
misién de CLas, se esquematizan en la Figura 1:
Las plantas reconocen la presencia de la bacteria
detectando moléculas secretadas por el patégeno
(PAMPs y/o efectores), las cuales son reconocidas
por las plantas mediante receptores transmembra-
nales (PRRs) y/o citoplasmicos (NLRs). La per-
cepcion de las bacterias por la planta conduce a
la activacion de cascadas de sefializacion interna
en las que pueden participar segundos mensajeros
como el calcio (Ca*"), flujo electrolitico a través de
la membrana plasmatica, la produccion de especies
reactivas a oxigeno (ROS) y 6xido nitrico, condu-
ciendo a la activacidn de proteinas cinasa activadas
por mitogenos (MAPKSs) (Coyle et al., 2018). Las
cascadas de sefializacion hacen blanco sobre facto-
res transcripcionales (TFs) que modulan la expre-
sion de multiples genes, entre ellos los que partici-
pan en los procesos de defensa e inmunidad, local y
sistémica. Los cambios transcripcionales se mani-
fiestan también en cambios metabolicos y fisiologi-
cos que incluyen la participacion de fitohormonas y
que, eventualmente, derivan en el desarrollo de los
sintomas caracteristicos de la enfermedad.

Lainmunidad innata en plantas: PTL, ETIy SAR.
Para comprender mejor los eventos moleculares y
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Figura 1. Componentes del tetraedro de la enfermedad del HLB, asi como eventos consecutivos desde la transmision y
percepcion de la enfermedad, hasta procesos intracelulares de sefializacion, respuesta génica y desarrollo even-
tual de sintomas. PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos, posibles eventos. PRRs: Receptores de
reconocimiento de PAMPs, NLRs: Receptores con dominio de uniéon a nucleétidos con repetidos ricos en leucina,
ROS: Especies reactivas a oxigeno, MAPK: Proteinas cinasa activadas por mitogenos, Ca?*: Iones de calcio, TFs:
Factores transcripcionales. El significado de mas abreviaciones se encuentra en el Cuadro 2.

metabolicos que se han propuesto como posible-
mente implicados en la interaccion CLas-citricos,
resumimos primero generalidades de las respuestas
de defensa descritas en relaciones planta-patdogeno
modelo. La Figura 2 muestra que el sistema inmune

innato de las plantas actiia de dos formas: a) inicia
con el reconocimiento de los patogenos a través de
receptores de reconocimiento de patrones de pa-
togenos o PRRs (Pattern Recognition Receptors)
localizados en la superficie de la membrana celular,
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Figura 2. Vias de activacion del sistema inmune de plantas ante el ataque de patégenos, estructura de los receptores trans-
membranales para el reconocimiento de patégenos y receptores intracelulares para el reconocimiento de efectores
en citricos. Adaptado de Dodds y Rathjen (2010) y Dalio ef al. (2017). ETI: Inmunidad mediada por efectores,
NLRs: Receptores con dominio de unién a nucleétidos con repetidos ricos en leucina, Tir: Dominio homélogo a
receptores de Toll o interleucina-1, CC: Hélice superenrollada, LRR: Repeticiones ricas en leucina, NB: Sitio de
unioén a nucleétido, PAMPs: Patrones moleculares asociados a patogenos, PRRs: Receptores de reconocimiento de
patrones, PTI: Inmunidad desencadenada por PAMPs, RLK: Cinasa tipo Receptor, RLP: Proteina tipo Receptor,

Ser/Thr kinasa: Serina/Treonina cinasa.

los cuales detectan moléculas producidas por los
microorganismos, conocidos como patrones mole-
culares asociados a microrganismos o a patogenos
(MAMPs o PAMPs de microbe- or pathogen-asso-
ciated molecular patterns). Los PRRs, al percibir
al patdgeno, disparan la denominada /nmunidad
Provocada por PAMPs o PTI (PAMP-Triggered
Immunity); o b) los receptores intracelulares deno-
minados Receptores con dominio de union a Nu-
cledtidos mediante el dominio con repetidos ricos
en Leucina o NLRs (Nucleotide-binding domain
Leucine-rich repeat containing Receptors), detec-
tan moléculas del patdogeno denominadas efectores,

que han penetrado en la célula. Estos factores de
virulencia o efectores modifican de forma directa o
indirecta los procesos de la planta para mejorar sus
probabilidades de supervivencia. La deteccion de
efectores por los NLRs dispara la denominada /n-
munidad Provocada por Efectores o ETI (Effector-
Triggered Immunity).

En 2006, Jones y Dangl propusieron un modelo
de 4 fases secuenciales en “zig-zag” en el cual: 1) la
respuesta innata inicial PTI, inducida por PAMPs,
se manifiesta por cascadas de sefializacion, induc-
cion transcripcional de genes en respuesta a pa-
togenos, produccion ROS y reforzamiento de la
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pared celular en los sitios de infeccion, todo lo cual
es parte de la primera barrera de inmunidad y frena
la colonizacion de nuevos tejidos. 2) Para romper
la PTI y colonizar al hospedero, los patdogenos vi-
rulentos exitosos utilizan efectores de patogenici-
dad que pueden interferir con la PTI, impidiendo
su activacion o inhibiendo sus mecanismos, dando
lugar a una Susceptibilidad Provocada por Efec-
tores o ETS (Effector Triggered Susceptibility), 1o
que lleva al desarrollo de la enfermedad en la plan-
ta. Sin embargo, 3) si algiin receptor intracelular
de la planta tipo NLR reconoce y neutraliza algin
efector del patogeno, se dispara la ETI a través de
la reactivacion de cascadas de sefalizacion y la
eventual expresion de genes de defensa, por ello
se denomina al receptor como proteina de resisten-
cia (R). La ETI es una respuesta inmune similar
a la PTI, pero mas rapida e intensa, que conduce
a la resistencia a la enfermedad y, usualmente, a
la respuesta de hipersensibilidad (HR) con muer-
te celular en el sitio de infeccion (Jones y Dangl,
2006). Esta interaccion especifica en la cual un gen
de resistencia de la planta reconoce de manera es-
pecifica a un gen complementario de virulencia del
patogeno (Durrant y Dong, 2004; Kaloshian, 2004)
disparando mecanismos de apoptosis (antes deno-
minada hipotesis gen x gen) deriva eventualmente
en una fase 4) en la que el patdgeno, por seleccion
natural, elimina o diversifica el efector reconocido
y/o adquiere factores de virulencia adicionales que
le permiten nuevamente evadir la respuesta inmune
de la planta, la cual eventualmente coevoluciona
mediante la seleccion de nuevas proteinas R, las
cudles no siempre son receptores y que nuevamente
disparan la ETI.

La hipotesis de la resistencia gen por gen (Flor,
1971), actualmente incluida en la ETI, plantea que
las plantas hospederas contienen genes de resisten-
cia (R) dominantes, muy conservados en el reino
vegetal, codificantes de proteinas que reconocen

especificamente, directa o indirectamente, produc-
tos complementarios de genes de patdégenos deno-
minados de avirulencia (avr). Esta interaccion con-
duce localmente a la HR y posteriormente a la ac-
tivacion de vias de sefializacion que culminan con
la induccion de una resistencia sistémica adquirida
SAR (Systemic acquired resistance). La SAR es
una respuesta de inmunidad innata que protege a
la distancia a partes de la planta no infectadas, es
duradera en el tiempo y efectiva contra una amplia
diversidad de patogenos después de una infeccion
local inicial dada por algin patdégeno (Thilmony et
al., 1995; Fuy Dong, 2013). Las plantas con SAR
estan preparadas para dar una respuesta de defensa
mas rapida y efectiva si un patéogeno ataca por se-
gunda vez. Esta respuesta inmune depende de sefia-
les sistémicas moviles, de naturaleza posiblemente
lipidica, que transmiten a la distancia el mensaje de
que la planta estd siendo invadida por un posible
patogeno (Durrant y Dong, 2004). La ISR (Induced
systemic resistance) €s una respuesta similar a la
SAR, pero inducida por microorganismos no pato-
génicos que forman parte de la microbiota asociada
a las plantas. La PTI y la ETI inducen SAR, por lo
que se considera una respuesta secundaria de resis-
tencia inducida después de la necrosis asociada a
una respuesta de hipersensibilidad. La resistencia
sistémica puede ser elicitada por sustancias que
mimeticen la presencia de los microorganismos in-
ductores o a la sefial movil. La SAR se caracteriza
por la acumulacién de acido salicilico (SA), su de-
rivado metilado MeSA, asi como de genes codifi-
cantes de proteinas PR relacionadas a patogénesis
(pathogenesis-related proteins), las cuales tienen
actividad antimicrobiana, como quitinasas o gluca-
nasas. La expresion de PRs es regulada por NPR1
o no-expresor de proteinas PR (nonexpresser of
pathogenesis-related protein), el cual es un factor
clave que pasa a su forma activa por interaccion
con SA en el citoplasma. El NPR1 activo entra al
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nucleo para interactuar con factores transcripciona-
les que activan la transcripcion de genes PR (Pie-
terse et al., 2014).

Los PAMPs son moléculas altamente conserva-
das entre los microorganismos, indispensables para
sus funciones, que son secretadas al espacio ex-
tracelular y cuyos epitopos son detectados por las
plantas como moléculas ajenas a ellas. Ejemplos de
PAMPs son los lipopolisacaridos (LPS) (He ef al.,
2007) como el lipido A de bacterias; oligosacaridos
de base estructural antigénicas o los peptidoglica-
nos de bacterias Gram positivas (Schwessinger y
Zipfel, 2008). E1 PAMP mejor caracterizado que
dispara PTI es la flagelina, proteina flagelar encar-
gada de la motilidad cuyo epitopo de 22 aminoaci-
dos en el dominio N-terminal (flg22) es altamente
conservado (Schwessinger y Zipfel, 2008).

Respecto a los efectores o factores de virulen-
cia de los patdgenos exitosos que suprimen la PTI,
mimetizando o inhibiendo las funciones celulares,
se incluyen las fitotoxinas, polisacaridos extrace-
lulares y diversas proteinas secretadas mediante el
sistema de secrecion tipo III TTSS o T3SS (¢ype 111
secretion system) (Jones y Dangl, 2006; He et al.,
2007).

Por otra parte, las células vegetales tienen re-
ceptores para percibir diversas sefiales ambientales,
incluidas las de plagas y patogenos. Las proteinas
receptoras PRR localizadas en la superficie de la
membrana citoplasmica detectan a los PAMPs (Fi-
gura 2) (Jones y Dangl, 2006). Albert et al. (2020)
clasifican a los PRR como receptores cinasas
(RLKSs) o proteinas receptoras (RLPs), ambas con-
tienen ectodominios con capacidad de union a li-
gandos (Figura 3). Los ectodominios son dominios
extracelulares ubicados fuera de la célula para en-
trar en contacto con patogenos o efectores de ellos,
lo cual conduce a la transduccion de sefiales hacia
el interior celular (Restrepo-Montoya et al., 2020).
La estructura de los RLKs comprende un dominio
extracelular N-terminal, con una region transmem-

branal y un dominio intracelular C-terminal con
actividad de cinasa (Shiu y Bleecker, 2001; Dalio
et al., 2017). Los RLPs tienen un dominio trans-
membranal y un dominio extracelular N-terminal,
pero carecen del dominio cinasa intracelular (Shiu
y Bleecker, 2001).

En cuanto a los receptores NLR que detectan
efectores el patogeno, estos contienen un dominio
N terminal variable, un sitio de unidn a nucleo6tidos
(NBS) y un dominio con repetidos ricos en leuci-
na (LRR) variable en el nimero de repeticiones y
composicion (Figura 2). El extremo N terminal se
encarga de la interaccidon con complejos de sefiali-
zacion, el dominio NBS funciona como ATPasa y
regula la oligomerizacion, mientras que el dominio
LRR participa en la interaccion proteina-proteina y
el reconocimiento de efectores (Alder ef al., 2005).
El N-terminal de los NLRs puede como alternati-
vas presentar el dominio Toll/interleucina-1 (TIR)
o el CC (Coiled-coil).

La respuesta inmune en citricos ante HLB. En
plantas de variedades susceptibles como Citrus si-
nensis (naranja dulce) se ha descrito que, ante la
infeccion con CLas, hay sobreexpresion de genes
de defensa como la calosa sintasa (CscalS), lo cual
conduce a la deposicion de calosa y a la muerte
celular programada en el sitio de la infeccion, por
efecto del dafio oxidativo ocasionado por las ROS
(Pitino et al., 2017). Se presume que la muerte ce-
lular programada tiene el objetivo de impedir la
dispersion generalizada de la bacteria hacia todo el
arbol. Sin embargo, el taponamiento de los tubos
del floema posiblemente contribuye a la acumu-
lacion de almidon en hojas, conduciendo al desa-
rrollo de sintomas a nivel foliar debido a cambios
anatémicos e histoquimicos en mesoéfilo y floema
como el engrosamiento de la pared celular de célu-
las del floema, el incremento de la division celular
(hiperplasia) del parénquima del floema, aumento
del area total del sistema vascular (xilema y floe-
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Figura 3. Modelo de la respuesta de inmunidad en citricos y la participacion de los posibles efectores de CLas. Dado que los
efectores son propuestas atin no demostradas, se observan en color gris como en el diagrama original. Adaptado
de Panstruga et al. (2009) y da Graca et al. (2016). AVR2: Efector de avirulencia 2, CF-2: Receptor de tomate
homélogo al gen de resistencia de Cladosporium fulvum, Ct: Extremo C terminal, Dt: Dominio transmembranal,
EDS1/PAD4: Dimero de la proteina que incrementa la susceptibilidad a enfermedad y su coregulador deficiente
a fitoalexina, ETI: Inmunidad mediada por efectores, Fla: Flagelina, GSL5/PMR4: Glucano sintasa like 5 (calosa
sintasa)/resistente al moho polvoriento 4, H,0,: Peréxido de hidrogeno, JA: Acido jasménico, JA-Ile: Jasmonil-
isoleucina, JAZs: Dominio ZIM de jasmonato, LPS: Lipopolisacaridos, LysM: Motivos de lisina, MAPK: Protei-
nas cinasa activadas por mitégenos, MIC2: Factor transcripcional tipo bHLH, NLRs: Receptores con dominio de
unién a nucleétidos con repetidos ricos en leucina, NPR: Gen supresor de patogénesis, Nt: Extremo N terminal,
PRRs: Receptores de reconocimiento de patégenos, PTI: Inmunidad desencadenada por PAMPs, PTO: Serina/
treonina cinasa que confiera resistencia a Pseudomonas syringae pv. tomato, RbohD: Proteina D homoéloga a oxi-
dasa del burst respiratorio, RCR3: Cisteina-proteasa extracelular de tomate homéloga a las Cys-proteasas simi-
lares a papaina, RIN4: Proteina que interactiia con RPM1, RLK: Receptor similar a cinasa, SA: Acido salicilico,
SahA: Efector salicilato hidroxilasa, SCF/COI1: SCF/COI1 ubiquitin ligasa, TGAs: Factores transcripcionales
tipo bZIP, WRKY: Factores transcripcionales tipo WRKY, 7-TM: Receptores con 7 dominios transmembranales.
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ma) y del contenido de proteinas del floema como
PP1 y PP2, las cuales participan en el bloqueo del
floema durante la infeccion (Albrecht y Bowman,
2012; Esquivel-Chavez et al., 2012; Koh et al.,
2012; Granato et al., 2019).

La interaccion entre CLas y plantas de citricos
susceptibles, dando lugar a los sintomas de HLB, se
ha intentado explicar ajustandose al modelo en zig-
zag de Jones y Dang (2006). Segun Curtolo et al.
(2020a) la interaccion de PAMPs de CLas disparan
una PTI efectiva durante el estado asintomatico,
asociado a la produccion de giberelinas (GA) y SA.
Posteriormente los efectores de CLas interfieren
con la PTI o facultan al patogeno para su nutricion
y dispersion por la planta, dando lugar a la ETS y
eventual expresion de sintomas. La activacion de
la ETI en la planta se asocia con la activacién de
genes responsables de la acumulacion de calosa y
de proteinas 2 del floema o PP2 (Phloem protein 2),
lo cual trae como consecuencia alteraciones anato-
micas y taponamiento de los tubos del floema que
podria disparar la muerte celular por HR para evitar
la propagacion generalizada de CLas en la planta
(Jain et al., 2019; Achor et al., 2020). Sin embargo,
esto también causa disfuncion del floema y evita el
flujo y la distribucion de fotoasimilados a lo largo
del sistema vascular, provocando la acumulacion
de almidon en los cloroplastos del mesofilo, saca-
rosa y glucosa en células foliares (Koh et al., 2012;
Manzanilla-Ramirez et al., 2019), ruptura de las
membranas tilacoideas y degradacion de clorofila;
todo ello, junto con un desbalance fitohormonal y
el estrés oxidativo, contribuyen al desarrollo de los
tardios sintomas caracteristicos de HLB en citricos
susceptibles (da Graga ef al., 2016).

Con este mismo enfoque, se han identificado
algunos putativos PAMPs en el genoma de CLas
y, mediante estudios transcripcionales, se ha
encontrado evidencia de que ante la infeccion, se
induce la expresion de receptores cinasas (RLKs)

localizadas en la superficie celular; lo que sugiere
la capacidad de las células de los citricos para reco-
nocer a los PAMPs de CLas e iniciar una cascada
de senalizacion que derive en una PTI (Zou et al.,
2012; Hao et al., 2013; Aritua et al., 2013; Mafra
et al.,2013; Wei et al., 2021). Ademas, la identifi-
cacion de numerosas moléculas homologas a eli-
citores de la inmunidad innata, asi como a compo-
nentes de la respuesta de defensa y de sefializacion
en citricos, ha conducido a proponer una “potencial
ETI” como parte de la respuesta inmune ante la in-
feccion de CLas (da Graga et al., 2016).

Posibles PAMPs y Efectores identificados en
CLas. A la fecha no se han establecido mecanismos
concluyentes de patogenicidad de CLas en citricos,
principalmente debido a la dificultad de cultivarla
en laboratorio para realizar pruebas de patologia.
La alternativa ha sido utilizar parientes cercanos
como Liberibacter crescens, Agrobacterium sp. y
Sinorizobium sp. para expresar heterologamente
efectores o genes homologos de CLas (Dalio et al.,
2017; Jain et al., 2019; Andrade et al., 2020).

La secuenciacion del genoma completo de CLas
por Duan et al. (2009) reveld que, entre los genes
potencialmente involucrados en la patogenicidad,
CLas contiene 57 genes involucrados en la biogé-
nesis de la envoltura celular y de lipopolisacaridos,
que podrian funcionar como PAMPs; ademas de 30
genes de biosintesis de flagelos. Zou et al. (2012)
demostraron que la proteina homologa a flagelina
de 452 aminoacidos contiene el dominio flg22 y
funciona como PAMP (Figura 3). Ademas, flg22
es capaz de desencadenar la respuesta de defensa
de los citricos de forma diferenciada entre citricos
resistentes y susceptibles (Shi et al., 2017). Sin
embargo, Andrade et al. (2020) reportan que estos
genes no se expresan en plantas. Ademas, muchos
PAMPs presentes en otros patdogenos estan ausen-
tes en el genoma de CLas, por lo que se ha suge-
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rido que posiblemente CLas ha evolucionado para
reducir la elicitacion de PTI (Duan et al., 2009; Li
etal.,2017). Esta hipotesis considera que, siendo la
via de inoculacion por el vector D. citri intracelular
y directamente al floema, tejido al cual se limita la
infeccion por CLas, éste patdgeno podria evitar la
defensa inicial de la planta por PTI debido a que los
receptores PRR perciben PAMPs hacia el exterior
de la célula.

De acuerdo al modelo, en segundo término y
una vez que CLas ha ingresado a la planta, utili-
za efectores para modular algunas funciones celu-
lares del hospedero para multiplicarse y colonizar
exitosamente las células del floema. Los efectores
son fundamentales en la patogenicidad ya que res-
tringen la accion del sistema inmune de las plantas
o interfieren en el proceso de desarrollo del hos-
pedero (Igbal et al., 2020). La secuenciacion del
genoma de CLas reveld la presencia de proteinas
derivadas de un sistema de secrecion tipo I (T1SS)
y de un sistema general de secrecion (Sec), que se
consideran importantes en la virulencia de CLas.
Aunque los autores resaltan que genes de secre-
ciébn cominmente encontrados en otras bacterias
patogenas no se encontraron en CLas. También se
encontré un gen potencialmente codificante de la
proteina serralisina, la cual esta asociada al TISS y
potencialmente actia como un factor de virulencia,
participando en la degradacion de proteinas (Cong
et al., 2012). Diferentes herramientas computacio-
nales estan disponibles para la identificacion de
posibles efectores de patogenicidad, por ejemplo
http://prodata.swmed.edu/liberibacter asiaticus/
curated/, un website publico donde se pueden con-
sultar los resultados mas relevantes de un analisis
bioinformatico que identifica posibles factores de
virulencia de CLas (Cong et al., 2012). En los ulti-
mos afios se logré un avance importante en la eva-
luacion funcional de los factores de patogenicidad
de CLas y su papel en el proceso de infeccion en

citricos. Posibles factores de patogénesis de CLas
hasta ahora identificados, asi como las respuestas
de defensa inducidas en las plantas, estan esquema-
tizadas en la Figura 3. La caracterizacion de algu-
nos de los diversos efectores estudiados se descri-
ben a continuacion.

Liu et al. (2019) sefialan que CLas secreta pro-
teinas con funciones aun desconocidas, y que la
proteina CLIBASIA 00460 podria estar relaciona-
da con su patogenicidad, ya que su sobreexpresion
en hojas de tabaco provoco muerte celular progra-
mada. Ademas, sus evaluaciones en citricos mos-
traron que CLIBASIA 00460 se expres6 en nive-
les significativamente mas altos que en psilidos po-
sitivos. Estos hallazgos, junto con reportes previos
(Pitino at al., 2016), los llevaron a concluir que esta
proteina podria actuar como un factor de virulencia
de CLas. Por otra parte, Hao et al. (2013) reporto
que las proteinas hipotéticas LasA, y LasA  com-
parten caracteristicas estructurales con familias de
transportadores y se han detectado en mitocondrias
cuando se expresan heterologamente en plantas;
ademas, se observaron cambios morfoldgicos en
mitocondrias y cloroplastos de las plantas sobre-
expresantes, por lo que se hipotetiza que LasA, y
LasA  podrian manipular la produccion de ener-
gia en la planta durante la infeccion. Clark et al.
(2018) sefialan que el efector Secl de CLas inhibe
la actividad de proteasas cisteinicas tipo papaina
(PLCPs), producidas como defensa por las plan-
tas de citricos, asociadas con la SAR. También, se
ha reportado que CLIBASIA RS00445 codifica la
proteina bacterioferritina (LasBCP), la cual per-
tenece a la familia de las 1-Cys peroxiredoxina y
es esencial en la supervivencia y colonizacion de
CLas en plantas. LasBCP degrada peroxido de hi-
drogeno (H,0,) y tiene especificidad por peroxidos
orgénicos (Singh et al., 2017; Jain et al., 2018),
por lo que potencialmente afecta la sefalizacion
y la accion de las ROS como defensa. Jain et al.
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(2019) observaron que la expresion LasBCP en
hojas de citricos se relacion6 con una disminucion
transcripcional de la biosintesis de oxilipina; por lo
tanto, reprime la peroxidacion de lipidos inducida
por ROS. Ademas, reportaron que LasBCP atenua
la sefializacion de defensa de la planta mediada por
acido jasmoénico (AJ) y acido salicilico (AS). Pi-
tino et al. (2016) expresaron de forma transitoria
el efector Las5315 en cloroplastos de Nicotiana
benthamiana, lo cual produjo fuertes deposiciones
de calosa y muerte celular tres dias después de la
inoculacion. Asi mismo, Pitino et al. (2017) ob-
servaron mayores niveles de H,O, y adenosin tri-
fosfato (ATP) en hojas enfermas respecto a sanas.
Posteriormente, Pitino et al. (2018) demostraron
que la infeccion de CLas causaba una acumulacion
de almidon en hojas de N. benthamiana, de forma
similar a lo que se observa en citricos enfermos
con HLB; y que el efector Las5315 expresado de
forma transitoria incremento de 6 a § veces la acu-
mulacion de almidon, lo que se asoci6 con una baja
expresion de enzimas vegetales degradadoras de
almidon, como la alfa glucosidasa, la alfa amilasa
y la glicosil hidrolasa. Jain et al. (2015) reportaron
que la proteina SC2_gp095 de CLas se asocid con
una regulacion transcripcional negativa de protei-
nas RBOHB (Proteina B homoéloga a oxidasa del
burst respiratorio) de plantas, las cuales son esen-
ciales en la sefalizacion de defensa mediada por
H,O,. Ying et al. (2019) reportan la presencia de
la proteina CLIBASIA 00470, se asocia con la al-
teracion del perfil proteico del hospedero a través
de la degradacion de proteinas de defensa media-
das por ubiquitina. Por otra parte, Wang y Trivedi
(2013) y Li et al. (2017) reportaron la presencia de
la enzima salicilato hidroxilasa funcional (SahA)
en el genoma de CLas, la cual convierte el SA pro-
ducido por las plantas infectadas en catecol, el cual
inactiva la sefalizacion que induce la resistencia
sistémica. Otros posibles factores de virulencia del

genoma de CLas estan presentes en dos profagos,
uno de escision (SC1) y otro insertado a nivel cro-
mosoémico. Ambos profagos codifican dos protei-
nas con actividad de peroxidasas (SC1_gp035 y
SC1 _gp110), similares a la endolisina y la holina,
respectivamente. Estas proteinas podrian proteger
a la bacteria de las ROS producidas por la planta
durante la infeccion (Fleites et al., 2014). Vahling
et al. (2010) reportaron la presencia del gen nttA4
(proteina transportadora de nucleotidos) que codifi-
ca una ADP/ATP translocasa que altera los niveles
de ATP intracelular, lo que sugiere que CLas im-
porta ATP de su entorno. Por otra parte, CLas tie-
ne genes relacionados con el sistema de transporte
de Zn, Mn y Fe (Znu #1, Znu #2), transportadores
ABC (ZnuAl, ZnuB1, ZnuCl) y otros transporta-
dores periplasmaticos (ZnuA2, ZnuB2, ZnuB2-2,
Znu-C2), lo que sugiere que CLas podria importar
nutrientes de su entorno inmediato (Vahling-Arms-
trong et al., 2012; Sharma et al., 2015, 2016).

En resumen, no hay claridad respecto a la exis-
tencia de PAMPs en CLas, pero si una amplia di-
versidad de posibles efectores con evidencia de dis-
parar respuestas de defensa en los citricos.

Putativos receptores PRR y NLR en citricos. A
pesar de la importancia econémica del cultivo de
citricos y su coexistencia con una gran variedad de
patogenos, ningin PRR de citricos ha sido funcio-
nalmente bien caracterizado; sin embargo, algunos
RLKs y RLPs parecen tener un papel en la percep-
cion de patdgenos y en disparar la inmunidad in-
nata (Dalio et al., 2017). Magalhaes et al. (2016)
identificaron mediante bioinformatica, un total de
300 y 297 proteinas de C. clementina y C. sinen-
sis respectivamente, homoélogas a receptores PRRs
de la subfamilia LRR-RLKs. Por otra parte, Aritua
et al. (2013) realizaron analisis de microarreglos y
reportaron que ante la infeccién de CLas, las plan-
tas de C. sinensis sobre expresaron 12 genes ho-
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mologos de receptores presentes en arroz (Xa2l) y
tomate (Hcr2-5D y Cf-2.2), un gen que codifica al
receptor SR160, ademas de homdlogos a recepto-
res cinasa FERONIA (FER), cinasas asociadas a la
pared celular (WAK) y genes de la familia WLKs
(similares a los genes WAKSs). También, reportan
una regulacion negativa de homologos a receptores
cinasa como ERECTA y el receptor similar a pro-
teina cinasa 1, descritos en Arabidopsis y cultivos
como maiz y arroz, donde participan en la comuni-
cacion entre la pared celular y la membrana plas-
matica, mediando la transduccion de sefiales hacia
el compartimiento intracelular al activarse sus do-
minios extracelulares (Hurni ef al., 2015; Hu et al.,
2017a). Por otra parte, Fu et al., 2016 realizaron un
perfil transcriptomico en C. sinensis y reportaron
un gran numero de transcritos que se expresaron
de forma diferenciada ante la inoculacion de CLas
(RLP6, RLP9, RLP13, RLP14, RLP15 y RLP45),
ademas de RLKs similares a LRR-K, WAKs y
proteinas con dominio de funcién desconocida 26
(DUF26). Respecto al reconocimiento de los efec-
tores por parte de los citricos con receptores tipo
NLRs, se ha reportado la presencia de posibles ge-
nes de resistencia (R) homologos a estos receptores
en los genomas secuenciados de Citrus cinensis
y C. clementina (Wang et al., 2015). Mafra et al.
(2013) evaluaron la respuesta de C. sinensis a la
infeccion de CLam mediante microarreglos y re-
portaron, ademas de la presencia de transcritos que
codifican proteinas similares a PRRs (RLP12), la
expresion diferencial de genes de reconocimiento
tipo NBS-LRR, y receptores cinasa con motivos de
lisina (CERK1). Por otra parte, el analisis transcrip-
tomico de secuencias expresadas de citricos en res-
puesta a patogenos (CitEST) de diferentes especies
bajo diferentes condiciones de crecimiento, mostrod
la presencia de un gran nimero (137) de putativos
genes R con estructura similar a NBS-LRR, CC-
NBS-LRR, TIR-NBS-LRR, asi como proteinas de
resistencia de la familia transmembranal 7 (7-TM)

(Guidetti-Gonzalez y Carrer, 2007; Dalio et al.,
2017). Ademas, en estudios donde se comparan los
perfiles transcripcionales de plantas sanas y enfer-
mas con HLB, se ha mostrado la expresion diferen-
cial de multiples genes NBS-LRR potencialmente
involucrados en la percepcion de los efectores de
CLas (Kim et al., 2009; Aritua et al., 2013; Ma-
fra et al., 2013; Nwugo et al., 2013). La sobre ex-
presion del gen CsSAMTI en plantas transgénicas
de C. cinensis se relacion6 con la induccion de la
expresion de receptores cinasa, particularmente de
receptores similares a TIR-NBS-LRR (Zou et al.,
2021), ademas de una mayor expresion de genes de
defensa y resistencia ante la enfermedad del HLLB.
CsSAMTI codifica el &cido salicilico metiltransfe-
rasa (SAMT), la cual cataliza la formacion de acido
metilsalicilico (MeSA) a partir del acido salicilico.
El MeSA es fundamental en la sefalizacion de la
respuesta sistémica adquirida (SAR) mediada por
SA ante el ataque de patdgenos. A pesar de la co-
rrelacion de los perfiles de expresion de putativos
NLRs con el proceso de infeccion en HLB, el papel
de estos receptores interactuando funcionalmente
con los efectores de CLas y promoviendo la defen-
sa en plantas resistentes ain no ha sido comprobado.

Lo resumido hasta ahora, ilustrado en la figura
3, significa un avance significativo en el entendi-
miento de cuales son los posibles PAMPs y factores
de virulencia o efectores de CLas, asi como de sus
mecanismos para elicitar o bloquear la inmunidad
en los citricos. Sin embargo, se requiere mas inves-
tigacion dirigida a caracterizar funcionalmente los
posibles receptores PRR y proteinas R de citricos
antagoénicas a los efectores de CLas, para compren-
der de mejor manera las vias de activacion de la
PTI y la ETI que se propone son inducidas en citri-
cos con HLB.

HLB como enfermedad mediada por la inmuni-
dad, una vision alternativa. Aunque se considera
que la proteccion de las plantas ante el ataque de la
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mayoria de patdogenos depende del sistema inmune
innato que da lugar a la PTI, ETI o ambas; asi como
de las sefiales sistémicas que emanan del sitio de
infeccion dando lugar a la SAR (da Graga et al.,
2016); la clasificacion diferencial entre la PTI y la
ETI basada en interacciones planta-patégeno mo-
delo no siempre se ajusta a la gran diversidad de
interacciones planta-patdgeno existentes, hay poca
claridad en la diferenciacion quimica o funcional
entre PAMPs y efectores, y convergencia o sobre-
lapamiento en las respuestas de la plantas involu-
cradas en la PTI y la ETI (Bart ef al., 2011). Bajo
esta consideracion, la diferenciacion entre PAMPs/
Efectores, tipo de receptores y tipos de inmunidad,
puede ser solo conceptual.

Asi mismo, se asume que las enfermedades de
las plantas son resultado directo del impacto de los
factores de patogenicidad de los agentes causales o
efectores, como toxinas, enzimas que degradan la
pared celular, biopeliculas de patogenos que obs-
truyen los flujos de los productos fotosintéticos,
y otros. Sin embargo, en el caso de HLB, no son
claros los mecanismos a través de los cuales CLas
dana a las plantas infectadas y no se han confir-
mado factores de patogenicidad directamente res-
ponsables de los sintomas. Por el contrario, Ma et
al. (2022) recientemente han propuesto que HLB
es una enfermedad que es mediada por el sistema
inmune y que los sintomas son ocasionados por las
propias respuestas de inmunidad de la planta, cro-
nicas y sistémicas, indirectamente provocadas por
el patdogeno (pathogen-triggered immune disease)
al inducir la sobreproduccion crénica y excesiva de
ROS que provocan la muerte celular en el floema.
Lo anterior se fundamente en a) evidencia geno-
mica y experimental de que CLas no tiene facto-
res de patogenicidad que causen de forma directa
los sintomas de HLB; b) la presencia de CLas en
hojas nuevas de arboles de C. sinensis infectados
dispara la respuesta inmune y muerte celular en el

tejido del floema; incluyendo el incremento en la
produccion de ROS (H,0,), deposicion de calosa,
acumulacion de almidon previo a la aparicion del
amarillamiento, asi como la expresion de proteinas
PR como marcadores de inmunidad; ¢) la muerte
celular de células acompaiiantes y tubos cribosos
del floema, mediada por HLB, parece ser disparada
por los altos niveles de ROS producidas tanto en
hojas jévenes con infeccion en estadios tempranos,
como en hojas maduras y tallos; en congruencia
con que el estrés oxidativo involucrado en HLB ha
sido sugerido por muchos estudios; d) la infeccion
por CLas altera de forma significativa la expresion
de rutas relacionadas con el estrés oxidativo, inclu-
yendo tanto la regulacion negativa de homodlogos de
enzimas antioxidantes como la sobreexpresion de
posibles NADPH-oxidasas membranales o RBOHs
(Respiratory burst oxidative homolog) implicados
en otras plantas en la generacion de ROS después
del reconocimiento de PAMPs; conforme analisis
de los perfiles de expresion reportados en estudios
transcriptomicos de C. sinensis; ¢) hay cambios de
expresion en homologos de genes asociados con la
respuesta inmune, incluyendo induccion de dece-
nas de NLRs; revelados por el mismo analisis de
multiples estudios transcriptomicos. Las respuestas
inmunes disparadas por CLas han sido ampliamen-
te descritas (Zou et al., 2012; Li et al., 2017; Clark
et al.,2018) y esta hipdtesis sugiere que dichas res-
puestas son las directamente responsables de cau-
sar los danos asociados a HLB, de forma similar a
las enfermedades inmunes de humanos.

Respuestas transcriptémicas, protedmicas y me-
tabolémicas en citricos tolerantes o susceptibles
ante la infeccion con CLas. Todo lo anteriormente
descrito se ha propuesto con base en las respuestas
y sintomas observados en citricos susceptibles a
HLB; sin embargo, aunque todos los citricos son
afectados en mayor o menor grado, se ha reportado
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que algunas especies o variedades exhiben toleran-
cia diferenciada a la enfermedad (Folimonova et
al., 2009). Naranjas, mandarinas y tangelos son al-
tamente susceptibles, pero toronja, limoén y naranjo
agrio muestran cierto grado de tolerancia con una
expresion de sintomas mas lenta y continuando con
su desarrollo aun con la enfermedad (Folimonova
et al., 2009; Albrecht y Bowman, 2012). A la fecha
no se han reportado variedades o combinaciones
de vastago-portainjerto comerciales resistentes a
HLB, ni se han identificado genes de resistencia
especificos a CLas; posiblemente porque en tér-
minos evolutivos es una enfermedad reciente (100
afios) y los citricos atin no han desarrollado dicha
resistencia (Bové, 2006; Gottwald, 2010). Aunque
recientemente se ha publicado la seleccion de hibri-
dos descritos como resistentes (cruzas entre Citrus
sunki ex Tan 'y Poncirus trifoliata Raf. cv Rubido-
ux) y se ha propuesto a un gen de quitinasa como
posible gen de resistencia (Curtolo et al., 2020a; b),
no se cuenta con mayor informacién respecto a su
comportamiento y productividad en campo.

La identificacion de los mecanismos de defensa
desplegados ante esta enfermedad en las varieda-
des tolerantes e hibridos posiblemente resistentes,
permitira proponer mejores alternativas de mane-
jo del HLB, incluso para los citricos susceptibles;
asi como abrir la posibilidad de generar variedades
genéticamente mejoradas. Diversos trabajos en los
que se realizaron mapeos de datos en citricos infec-
tados con CLas, evaluando la expresion de loci de
rasgos cuantitativos (eQTL) respaldan la hipotesis
de que la tolerancia de algunas variedades al HLB
es poligénica (Huang et al., 2018; Soratto et al.,
2020; Curtolo et al., 2020b; Hu et al., 2021).

Especies, variedades, hibridos y combinaciones
vastago/portainjerto con diferente grado de tolerancia
o susceptibilidad han sido utilizadas de forma indi-
vidual o comparativa para conocer sus respuestas
transcriptomicas, protedmicas y metabolicas ante

la infeccion con CLas; con el objetivo de identi-
ficar moléculas
presuntamente asociadas a su diferente nivel de
tolerancia ante la infeccion (Cuadro 1). El analisis
global de estos estudios, sugiere que citricos con
diferente nivel de tolerancia a HLB, infectados con
CLas, despliegan cambios en la expresion de ge-
nes y en la acumulacién de proteinas y metabolitos
de forma diferencial entre los genotipos evaluados,
incluyendo homologos a receptores, proteinas de
resistencia, factores transcripcionales, enzimas an-
tioxidantes, asi como el metabolismo de carbohi-
dratos, aminodcidos, acidos grasos, fitohormonas,
pared celular y otras rutas metabdlicas. Asi, la sus-
ceptibilidad o tolerancia de un particular genotipo
se podria asociar con la sub o sobre expresion de
un conjunto de genes y ciertas rutas metabolicas.
A continuacion, describimos patrones de respuesta
que se afectan de forma diferencial en citricos ante
la infeccion con CLas, dependiendo del nivel de
tolerancia de la variedad; agrupados segun la po-
sible funcion de las moléculas durante el proceso

acumuladas diferencialmente,

de inmunidad.

Receptores: Para el caso de variedades suscep-
tibles, se han reportado cambios en la expresion de
posibles receptores de reconocimiento PRRs, como
la regulacion negativa de algunos receptores trans-
membranales homologos a RLKs cinasas ricas en
cisteina, cinasa similar a FERONIA, receptores si-
milares a serina/treonina/cinasa y cinasas con repe-
tidos ricos en leucina (Curtolo; et al., 2020a), con
lo cual sugieren un posible reconocimiento tardio
de CLas. Sin embargo, los mismos autores y Hu
et al. (2017b) reportaron una regulacion positiva
de otros receptores cinasa posiblemente relaciona-
dos con la respuesta a estrés bidtico, como el re-
ceptor LRR-serina/treonina/cinasa GSO1, ERL2 y
un RLP similar a la proteina 12, los cuales podrian
reconocer PAMPs y desencadenar PTI. En varieda-
des tolerantes infectadas con CLas se reporta au-
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Cuadro 1. Estudios transcriptomicos, metabélicos y/o proteémicos de citricos con diferente nivel de tolerancia ante la infeccion con CLas.

Variedad

Tipo de estudio y Referencia

Ejemplos de transcritos, proteinas o metabolitos diferencialmente expresados
potencialmente relacionados con la tolerancia o susceptibilidad

Limon Lisboa (C. limon)
MTys Naranja Navel (C.
sinensis)S. Porta injerto:
Carrizo citrange (X Ci-
troncirus webberi)".

Mandarina Sugar belle"
(C. reticulata x Minneola
tangelo)" vs Mandarina
Murcott (C. reticulata
Blanco)s. Porta injerto:
Naranjo agrio (Citrus
aurantium L)MT,

C. sinensisS, C. sunki®,

P, trifoliata”, 21 hibridos
(tres gruposST™®) obte-
nidos de la cruza de C.
sunki x Poncirus Trifo-
liata. Porta injerto: Lima
Rangpur (C. limonia)M".

-Plantas en invernadero.
-Inoculacion mediante injerto.
-Evaluacion de expresion trans-
criptdbmica, metabolémica y pro-
tedmica.

-Comparacion entre hojas de
plantas sanas y enfermas de limén
vs Naranja.

(Chin et al., 2021)

-Plantas en invernadero.
-Inoculacion mediante injerto.
-Evaluacion metabolomica.
-Comparacion entre hojas de
plantas sanas y enfermas de Sugar
belle vs Murcott.

(Suh et al., 2021)

-Plantas en invernadero.
-Inoculacién mediante injerto.
-Evaluacion transcriptomica.
-Comparacion entre hojas de
plantas sanas y enfermas de va-
riedades susceptibles (C. sinensis,
C. sunki y grupo susceptible),
tolerantes (P, trifoliata y grupo
tolerante) y resistente (grupo
resistente).

(Curtolo et al., 2020a)

-CLas indujo la disrupcion del metabolismo de citricos tanto en la variedad tolerante como en la
susceptible a nivel de transcritos, proteinas, metabolitos y micronutrientes:

-Mayor acumulacion de micronutrientes (Cu?* y K*) en hojas de plantas de limon y menor concen-
tracion de Mg?*, Cu?’, Fe?" y Ca*" en hojas de naranja infectadas con CLas.

-Expresion diferenciada de proteinas relacionadas con fotosintesis, respuesta de defensa, inhibido-
res de tripsina tipo Kunitz, degradacion de quitina y glucdlisis en hojas positivas a CLas, respecto
a plantas sanas.

-Mayor cantidad de Azucares, aminodcidos y otros compuestos en hojas enfermas de naranjas
respecto a limon.

-Mayor expresion de transcritos de degradacion de quitina en hojas de limén infectadas respecto
a hojas infectadas de naranja.

-En un estado pre-sintomatico, la fotosintesis fue afectada en menor grado en limoén respecto a
naranja.

-Transcritos de inhibidores de proteasas (PI) se expresaron en mayor medida en hojas de limén
respecto a naranja.

-Mayores cambios metabdlicos en naranja respecto a limon.

-Algunas vias metabolicas (sintesis de aspartato, glutamato, purinas y biosintesis de fitohormonas
como auxinas y citoquininas) se incrementaron en el grupo tolerante tanto en plantas sanas como
enfermas, pero no metabolitos relacionados con acido salicilico (acido salicilico, acido salicilico
B-D-glucosido y acido 2, 3-dihidroxibenzoico).

-Las vias catabolicas asociadas al metabolismo productor de energia se incrementaron en el grupo
tolerante.

-Los autores sugieren que en la variedad tolerante el patron asociado a la tolerancia esta asociado
con el crecimiento continuo y regeneracion del floema; por el contrario, en la variedad susceptible
se expreso una respuesta de defensa directa.

-Las variedades susceptibles mostraron la expresion diferencial de un gran numero de genes res-
pecto a variedades tolerantes. Respecto a los hibridos, todos los grupos mostraron expresion dife-
renciada de genes, sin embargo, el grupo tolerante mostréd la mayor expresion de genes, respecto
a los grupos resistente y susceptible. Muchos de los genes diferencialmente expresados fueron
regulados negativamente en plantas enfermas respecto a plantas sanas.

-En P. trifoliata y el grupo resistente se observd una mayor expresion de receptores de reconoci-
miento como: receptor cinasa rico en cisteina, proteina cinasa serina/treonina, cinasa transmem-
branal-LRR y LRR-RLK, respecto a las variedades susceptibles.

-En genotipos tolerantes y resistentes, CLas indujo la expresion de genes relacionados con la de-
gradacion de giberelinas, en comparacion con genotipos susceptibles.

-La expresion de factores transcripcionales WRKY se relacioné con los mecanismos de defensa
genética en P, trifoliata.

-Respecto a los genes de defensa, el gen endoquitinasa B se expres6 en mayor medida en el grupo
resistente.

-En P, trifoliata se expresaron genes relacionados con lignina y fenilpropanoides como acido ca-
feico O-metiltransferasa, chalcona sintasa y feruloil orto-hidroxilasa I entre otros.

-En P. trifoliata se observo una modulacion génica a nivel de floema como respuesta a CLas, sin
la deposicion de calosa que ocurre en variedades susceptibles.

-En variedades tolerantes no se observo induccion de genes relacionados con la sintesis de almi-
don.
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Variedad

Tipo de estudio y Referencia

Ejemplos de transcritos, proteinas o metabolitos diferencialmente expresados
potencialmente relacionados con la tolerancia o susceptibilidad

Naranja dulce (C. sinen-
sis)S. Porta injerto: Carri-
zo citrange (C. sinensis
x Poncirus trifoliata)

MT Plantas sanas vs en-
fermas.

Naranja Valencia (C.
sinensis)S. Porta injertos:
Swingle (Citrus paradisi
X Poncirus trifoliata)’y
46x20-04-48 (C. grandis
x C. reticulata)".

Naranja Valencia (C.
sinensis)®.

14 variedades de citricos
clasificadas en cuatro
grupos de acuerdo con
su grado de tolerancia a
CLas".

-Plantas en invernadero.
-Inoculacion mediante injerto.
-Evaluacion transcriptomica en
raiz de plantas sanas y enfermas.
-Tratamientos de fertilizacion a
base de macro y micro nutrientes.
-Cuatro tratamientos de fertiliza-
cion: 1) arboles sanos con fertili-
zacion (HLY-F), 2) arboles enfer-
mos con fertilizacion (HLB-F),
3) arboles sanos sin fertilizacion
(HLY-NF) y 4) arboles enfermos
sin fertilizacion (HLB-NF).
(Shahzad et al., 2020)

-Plantas cultivadas en una parcela.
-Inoculacion mediante D. citri.
-Evaluacion protedmica en pulpa
de frutos sintomaticos y asintoma-
ticos (ambos HLB).
Comparacion: porta injerto to-
lerante vs susceptible vs fruto
sintomatico vs fruto asintomatico.
Grupo de sanas vs enfermas.

(Yao et al., 2020)

-Plantas en invernadero.
-Plantas sanas vs plantas inocu-
ladas mediante injerto vs plantas
infestadas con D. citri.
-Evaluacion metabolémica en
hojas.

-Aplicacion de melatonina exo-
gena.

(Nehela y Killiny, 2020a)

-Plantas en invernadero.

-Plantas sanas.

-Evaluacion metabolomica de
savia del floema de brotes colecta-
dos en tres alturas del dosel.
-Tolerantes vs susceptibles.
(Killiny, 2017)

-Ante la condicion de deficiencia nutricional nueve genes codificantes de: tranferencia de fos-
foglicéridos, proteinas de la famila HPP, proteinas similares a dedos de zinc (Ran BP2/NZF),
HVA22 homologo C, dominio barrel A/B sensible al estrés, peroxidasas, transportadores de zinc
y receptores LRR se expresaron de forma diferenciada en raices de plantas inoculadas con HLB.

-Ante la fertilizacion (una semana después) genes relacionados con transporte de iones, creci-
miento y desarrollo de raiz, cambios anatémicos, muerte celular y apoptosis, se expresaron de
manera diferenciada en raices de plantas enfermas vs sanas.

-Las plantas enfermas mostraron mayor eficiencia en la toma de nutrientes, sin embargo, el volu-
men de raiz fue menor que en plantas sanas, lo que limita la toma de nutrientes.

-Los macronutrientes secundarios y micronutrientes son metabolizados en una tasa mayor en plan-
tas enfermas.

-Los autores sugieren que un suministro constante de fertilizacion con dosis ligeramente superio-
res a las recomendadas de macro nutrientes secundarios y micronutrientes seria beneficioso para
el manejo de arboles enfermos con HLB.

-La naranja valencia mostr6 diferencias en las caracteristicas del fruto y el perfil de expresion de
proteinas ante la infeccion de CLas, tanto en el portainjerto susceptible como el tolerante: 525
proteinas tuvieron una regulacion negativa en frutos del portainjerto Swingle y 257 en 46x20-04-
48, respecto a los testigos sanos.

-En Swingle se encontr6 una regulacion negativa de proteinas asociadas a la biosintesis de aleno
oxido sintasa y a la sefializacion de jasmonatos como SKP1 (proteina cinasa asociada a fase S),
ASK2 (similar a SKP1), RUBI (similar a ubiquitina), proteinas de choque térmico HSP70T-2 y
HSP90.1, subunidades del proteosoma como RPN8A y RPT2a y receptores para trafico vesicular
(SNARE:).

-Se propone que las proteinas reguladas negativamente relacionadas a la via de sefializacion de
jasmonato y trafico vesicular, podrian relacionarse con la sensibilidad de Swingle.

-La infeccion con CLas y la infestacion con D. citri incremento los niveles endégenos de mela-
tonina y reguld positivamente sus genes de biosintesis como TDC (tirosina decarboxilasa), T5H
(triptamina-5-hidroxilasa), SNAT (serotonina N-acetiltransferasa), ASMT (N-Acetilserotonina O-
metiltransferasa) y COMT (acido cafeico O-metiltransferasa) en hojas de naranja Valencia.

-El incremento en los niveles enddgenos de melatonina se correlaciono positivamente con el con-
tenido de 4cido salicilico.

-La aplicacion exdgena de melatonina potencio el contenido de fitohormonas asociadas a estrés
(salicilatos, auxinas, acido trans-jasmonico y acido abscisico), asi como la transcripcion de los
genes de sus biosintesis.

-La aplicacion de melatonina disminuy¢ significativamente los titulos de CLas en hojas sintoma-
ticas de C. sinensis.

-Se propone a la melatonina como mediador de la respuesta de defensa de citricos contra HLB
mediante la modulacion vias de sefalizacion de fitohormonas.

-La variedad tolerante Citrus latipes tuvo niveles altos de y-ABA, acido L-aspartico, L-asparagi-
nasa, L-Treonina, L-Valina, 4cido fumarico, maltosa y fructosa.

-La galactosa, f-L-arabinopiranosa, arabinosa, sorbosa y los 4cidos organicos, se correlacionaron
negativamente con la tolerancia.

-El 4cido fumarico, a-D-galactopiranosa, o-D-manopiranosa, maltosa, manosa y disacaridos se
correlacionaron positivamente con la tolerancia de los citricos a CLas.
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Variedad

Tipo de estudio y Referencia

Ejemplos de transcritos, proteinas o metabolitos diferencialmente expresados
potencialmente relacionados con la tolerancia o susceptibilidad

US-8127, US-897", US-
9427, C. sinensisS, C.
Paradisi (Duncan)®, C.
paradisi (Ruby Red)S.

Mandarina Sun Chu Sha”
vs Pomelo Duncan®

Varetas tolerantes de
lima Kaffir (C. hystrix)
Tvs naranja dulce ‘pi-
neapple’ (C. sinensis)
S. Porta injerto: Carrizo
citrange (C. sinensis X
P, trifoliata)". Inoculo:
Pomelo Guanximiyou
(C. grandis)™®.

Limo6n Mexicano (C.
aurantifolia)" vs lima
Persa (C. latifolia)M" vs
naranja dulce (C. sinen-
sis)S.

13 variedades de citricos
clasificadas en cuatro
grupos de acuerdo con
su grado de tolerancia a
CLas".

-Plantas sanas en invernadero vs
plantas enfermas cultivadas en
parcela.

-Inoculacion natural mediante D.
citri.

-Evaluacion transcriptomica en
hojas.

-Tolerantes vs susceptibles.
(Rawat et al., 2017)

-Plantas en invernadero.
-Evaluacion transcriptomica en
hojas.

-Aplicacion exdgena del péptido
Flg22 en hojas.

-Tolerante vs susceptible.

(Shi et al., 2017)

-Plantas en invernadero.
-Inoculacion mediante injerto.
-Evaluacion transcriptomica en
hojas.

-Tolerante vs susceptible.

(Hu et al., 2017b)

-Plantas en parcela bajo condicio-
nes de temporal.

-Infeccion natural con D. citri.
-Evaluacion protedmica de hojas
de arboles infectados con HLB.
-Arboles sintomaticos vs a sinto-
maticos.

(Torres et al., 2017)

-Plantas en invernadero.
-Plantas sanas.

-Evaluacion metabolomica en
hojas.

-Tolerantes vs susceptibles.
(Killiny e Hijaz, 2016)

Mayor actividad de los genes PtCDR2 y PtCDR&, relacionados con la activacion constitutiva
de respuesta de defensa en P. trifoliata infectadas con CLas, respecto a variedad es susceptibles.

-La aplicacion de F1g22 indujo la expresion de 86 genes en el genotipo de mandarina tolerante, de
los que destacan citocromo P450, glicoproteinas ricas en hidroxiprolina y proteinas de resistencia
a enfermedades.

-24 horas después del tratamiento se encontr6é una mayor expresion de genes EDR1, EDS1, NDRI,
PBS1, RARI y SGTI1, biosintesis de fenilpropanoides (PAL1), reguladores transcripcionales de
PRs (NPR2 y NPR3), inductores de SAR (4Z11) y genes de patogenicidad (RdRp1) en el genotipo
tolerante. Por otro lado, en el genotipo susceptible solo se indujo la expresion de un gen PR (PRI).

-Se encontré una respuesta diferenciada en el metabolismo de carbohidratos, procesos fotosinté-
ticos, metabolismo de la pared celular, metabolismo secundario, procesos de oxido-reduccion en
C. hystrix respecto a C. sinensis.

-Los autores no encontraron cambios en la sintesis de almidon y procesos fotosintéticos en C.
hystrix, por el contrario, éstas vias fueron reguladas positivamente en C. sinensis.

-Familias de proteinas similares a celulosa sintasa que participan en la sintesis de la pared celular
se expresaron en mayor medida en C. hystrix, respecto a C. sinsensis.

-Genes involucrados en rutas del metabolismo secundario se expresaron en C. hystrix y reprimidos
en C. sinensis.

-La expresion de peroxidasas (Cu/Zn-SOD y POD4) se asociaron con la tolerancia de C. hystrix a
CLas, probablemente por su actividad como proteinas de detoxificacion de ROS.

-Mayor expresion de proteinas totales en limén Mexicano infectado con Clas.

-Mayor actividad enzimatica de fenilalanina amonio liasa (PAL) en naranja dulce infectada con
CLas.

-La actividad a-amilasa fue mayor en limén persa.

-La mayoria de los aminodcidos encontrados en la savia del floema como fenilalanina, tirosina,
triptofano, valina, leucina, histidina, lisina, cisteina, metionina, serina y glutamato se relacionaron
positivamente con la tolerancia de citricos a CLas.

-Los acidos organicos se correlacionaron negativamente con la tolerancia y los acidos grasos no
mostraron correlacion.
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Variedad

Tipo de estudio y Referencia

Ejemplos de transcritos, proteinas o metabolitos diferencialmente expresados
potencialmente relacionados con la tolerancia o susceptibilidad

C. volkameriana™”, C.
sinensis (Nabel)S, patron
C. sinensis X Poncirus
trifoliata”. Inoculo: C.
limon.

Tres hibridos de Toron-
ja Jackson (R20T17,
R20T18 y R19T17)" vs
tres hibridos de Toronja
Marsh (R19T23, R19T24
y R20T24)5.

I: Mandarina Cleopatra
(C. reticulata)s, vs hibri-
do US-897 (C. reticulata
‘Cleopatra’ x P. trifoliata
‘Dragén volador”)".

II: Mandarina Cleopatra
(C. reticulata)’ vs Carri-
zo citrange (C. sinensis
x P. trifoliata)”, US-802
(C. grandis ‘Siamese
pummelo’ x P. trifoliata
‘Gotha Road’)", US-812
(C. reticulata ‘Sunki’ x
P, trifoliata ‘Benecke”)
T, US-897, US-942 (C.
reticulata ‘Sunki’ x P,
trifoliata ‘Flying Dra-
gon’)".

Naranja Valencia y Ha-
mling (C. sinensis)S.

-Plantas en invernadero
-Inoculacién mediante injerto.
-Analisis proteémico de nervadu-
ras y peciolos.

-Tolerante vs susceptible.
(Martinelli ez al., 2016)

-Plantas cultivadas en campo.
-Infeccion natural con D. citri.
-Analisis transcriptomico en bro-
tes jovenes.

-Tolerantes vs susceptibles.
(Wang et al., 2016)

-Estudio en invernadero.
-Inoculacién mediante injerto.
-Evaluacion metabélica en hojas.
-Cinco hibridos tolerantes vs un
cultivar susceptible.

-Plantas sanas vs enfermas.

-Dos experimentos independien-
tes.

(Albrecht et al., 2016)

-Plantas cultivadas en campo.
-Infeccion natural con D. citri.
-Evaluacion metabolomica en
frutos.

-Plantas sanas, plantas sinto-
maticas y asintomaticas (ambas
HLB+).

(Chin et al., 2014)

-En el genotipo susceptible, la enfermedad del HLB inhibio la fotosintesis, la ruta de isoflavonas,
sintesis de tetrapirrol, metabolismo de galactosa. Disminuy0 la biosintesis de acidos grasos y me-
tabolismo de nitrogeno, ademas, se increment6 la degradacion de aminoacidos, metabolismo de
lipidos, jasmonatos, proteinas PR y metabolismo de acido linoleico.

-En el genotipo tolerante disminuy6 la actividad de isoprenoides, uniéon de ARN y activacion de
aminoacidos. Ademas, incremento en el metabolismo de galactosa, modificaciones en la pared
celular y proteinas de choque, también, se activaron tres proteinas involucradas en la transduccion
de sefializacion de auxinas y cuatro glutation S-transferasas.

-En ambos cultivares se expresaron receptores cinasa tipo LRR ante la infeccion de CLas.

-Sobre expresion de genes SAUR y NPR1 relacionados con la resistencia sistémica en los hibridos
tolerantes, respecto a susceptibles.

-Expresion diferenciada de genes asociados a la pared celular, tetrapirrol y metabolismo secunda-
rio entre los hibridos tolerantes y susceptibles.

-Mayor expresion de genes de patogénesis (PR) en la variedad tolerante.

-La expresion de genes asociados a la pared celular como celulosa sintasa y transferasa, celulasa,
expansinas y pectin esterasas se relacionaron con el desarrollo de sintomas en la variedad suscep-
tible.

-La mayor expresion de genes asociados a receptores RLK se presento en la variedad tolerante.
-Los mayores cambios encontrados a nivel de sobre expresion de factores transcripcionales se
observaron en la variedad susceptible.

-Se encontrd una baja expresion de genes relacionados a la biosintesis de brasinoesteroides en la
variedad tolerante.

-I: Ante la infeccion de CLas el hibrido tolerante US-897 mostrd altos niveles de palatinosa, car-
bohidratos, (glucosa, fructosa y rafinosa), acido hidroxicinamico, acido laurico y algunos otros
compuestos desconocidos. Ademads, la mandarina cleopatra mostré mayores niveles de arginina,
sinefrina, ornitina citrulina y prolina, ademas, acidos organicos (4cido sacérico, acido pirrol-2-
carboxilico y acido maleico) y aminodcidos (lisina, tirosina y glicina), asi como, compuestos
desconocidos. Los metabolitos se expresaron de forma diferenciada en plantas infectadas respecto
a sanas y fue mayor en Cleopatra respecto a US-897.

-1I: Los metabolitos que se expresaron en mayor cantidad en el cultivar susceptible fueron inu-
lobiose, trans-4-Hidroxiprolina y prolina, ademas, también se encontré una menor expresion de
treitol, rafinosa, acido isotrednico, salicina, acido a-cetoglutarico, galactinol, glucosa y fluctosa.
El tnico metabolito encontrado en altas concentraciones en cuatro de los seis cultivares (Cleo-
patra, Carrizo, US-802, US-812) fue la prolina, ademads, en los mismos cultivares el acido 2-hi-
droxiglutarico, acido a-cetoglutarico, salicina, ademads, de metabolitos de estructura desconocida
se expresaron en menor cantidad.

-Los autores sefialan que la tolerancia a la enfermedad del HLB no parece estar asociada con la
acumulacion de altas cantidades de metabolitos como respuesta la infeccion.

-Diferencias en la concentracion de metabolitos como fenilalanina, histidina, limonina y sinefrina
se encontraron frutos provenientes de arboles sanos y asintomaticos respecto a frutos de arboles
sintomaticos.

-La concentracion de fructosa, glucosa, sacarosa y prolina fue menor en comparacion con testigos
sanos.

-Los autores sefalan que los estudios metabdlicos podrian ser ttiles para detectar arboles enfer-
mos en estados iniciales de la enfermedad.
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Variedad

Tipo de estudio y Referencia

Ejemplos de transcritos, proteinas o metabolitos diferencialmente expresados
potencialmente relacionados con la tolerancia o susceptibilidad

Naranja Valencia (C.
sinensis)®.

Limén (C. lemon)™MT.
Porta injerto: Pomelo
Duncan (C. paradisi)’.

Hibrido US-897 (C.
reticulata x P. trifoliata)
Tvs Mandarina Cleopatra
(C. reticulata)s. Inoculo:
C. sinensis®.

Naranja Madam Vinous
(C. sinensis)%, Pomelo
Duncan (C. paradisi)

S, Carrizo citrange (x
Citroncirus webberi)'y
Poncirus trifoliata”.

Limon rugoso (Citrus
jambhiri)' vs Naranja
Madam Vinous (C. si-
nensis)®. Infeccion con:
Carrizo citrange (C.
sinensis x P, trifoliata)".

-Plantas cultivadas en campo.
-Infeccion natural con D. citri.
-Expresion transcriptomica en
hojas maduras, hojas inmaduras y
cascara de frutos inmaduros.
-Sintomaticas vs asintomaticas vs
sanas.

(Martinelli et al., 2013)

-Plantas en invernadero.
-Inoculacion mediante injerto.
-Evaluacion protedmica en hojas.
-Plantas enfermas vs sanas.
(Nwugo et al., 2013)

-Plantas en invernadero.
-Inoculacion mediante injerto.
-Evaluacion transcriptdmica en
hojas.

-Resistete vs susceptible.
-Enfermas vs sanas.

(Albrecht y Bowman, 2012)

-Plantas en invernadero.
-Inoculaciéon mediante injerto.
-Evaluacion metabdlica en hojas.
-Tolerantes vs susceptibles.
(Cevallos-Cevallos et al., 2012)

-Plantas en invernadero.
-Inoculacion mediante injerto.
-Evaluacion transcriptomica en
hojas.

Tolerante vs susceptible.

(Fan et al., 2012)

-La infeccion de CLas afect6 la expresion de factores transcripcionales (TFs) como AP2-EREBP,
factores de dominio MYB, dedos de zinc tipo C2H2 y WRKY en hojas inmaduras, sin embargo,
ante la aparicion de sintomas los TFs CAL1, AGL14, LBD37, ERF23 y ERF26 fueron menos
abundantes.

-En hojas maduras la infeccion afectd la transcripcion de genes de las familias AP2-EREBP,
MYB, bZIP, AS2, ABI3/VP1, y WRKY.

-En frutos sintomaticos se sobre expresaron genes asociados a la fotosintesis, metabolismo de
sacarosa y rafinosa, ademas, de regulacion negativa de genes de biosintesis de almidon.

-Los genes asociados con la respuesta de defensa sistémica fueron mayormente afectados en hojas

inmaduras. L. , g . , .
-En plantas de limon infectadas se mostrd la acumulacion diferencial de 27 proteinas, incluyendo

incremento de almidon sintasa y una disminucion en proteinas asociadas con fotosintesis.

-La infeccion de CLas afectd negativamente la expresion de proteinas de respuesta a estrés como
chaperonas, homeostasis celular y proteinas de respuesta a patdgenos, lectina, quitinasa I y mi-
raculina. Ademas, regulacion negativa de proteinas asociadas con procesos fotosintéticos como
RuBisCO y fotosistema I entre otras.

-Sobreexpresion de 326 genes en el genotipo susceptible respecto al hibrido tolerante US-897.
-Mayor expresion de reguladores transcripcionales (TF) Myb tipo HH, mayor acumulacion de
almidon y carencia de expresion de proteinas de la familia Thioredoxina en Cleopatra respecto al
hibrido US-897.

-En el hibrido US-897 se observd mayor expresion de genes que codifican enzimas relacionadas
con la biosintesis de metabolitos secundarios como 2-oxoglutarato dioxigenasa dependiente de
Fe(Il), respecto a la mandarina Cleopatra y a los testigos sanos.

-Las variedades susceptibles mostraron mayores niveles de aminoacidos como: L-prolina, L-seri-
nay L-acido aspartico y de acidos organicos como butanodidico y tetradecandico y acumulacion
de galactosa.

-En Pomelo Duncan se encontraron altos niveles de galactosa con respecto a Carrizo y P. trifoliata.
-Las variedades tolerantes mostraron mayores niveles de L-glicina y manosa respecto a variedades
susceptibles.

En pomelo Duncan se observaron cambios significativos en mioinositol en brotes maduros y L-
prolina y xilosa en brotes tiernos.

-Expresion diferenciada de genes relacionados con funciones de la pared celular y un grupo de
genes codificantes de S-1, 3-Glucanasa en la variedad tolerante.

-Mayor expresion de genes en limon rugoso que en naranja en una etapa inicial de infeccion y
menor en una etapa avanzada de infeccion.

-El limon rugoso mostrdé menores afectaciones al floema que la naranja.

FClasificacion de Folimonova et al., 2009: 'Inconsistente, "TModeradamente tolerante, ¥*No reportado, *Resistente, SSusceptible, TTolerante, ¥ Variable.
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mento en la expresion de homologos a PRRs como
los receptores de flagelina CiFLS2-1 y CiFL2-2,
los cuales se han relacionado con la activacion de
PTI y la resistencia a bacterias en citricos (Shi et
al., 2017). Otros posibles receptores sobreexpresa-
dos en variedades tolerantes incluyen homoélogos a
RLK como el receptor-S de lectina tipo G, receptor
cinasa rico en cisteina, proteina serina/treonina/ci-
nasa y cinasa transmembranal con repetidos ricos
en leucina (Hu et al., 2017a; Curtolo et al., 2020a).
La expresion de estos genes podria asociarse con el
reconocimiento, sefializacion y activacion de genes
de respuesta contra CLas; sin embargo, su papel
como receptores queda por ser demostrado de ma-
nera experimental.

Homeostasis de estado REDOX: A pesar de la
relevancia de las ROS en la defensa y sefializacion
durante los procesos de patogénesis, y de HLB en
particular; en variedades susceptibles se obser-
v6 disminucion de compuestos reductores como
thioredoxina y de enzimas antioxidantes como
superdxido dismutasa (Cu/Zn-SOD) y peroxida-
sas (POD4), componentes fundamentales para
disminuir el dafio oxidativo provocado por ROS
(Hu et al., 2017a); por lo que éstas variedades es-
tarian expuestas al estrés oxidativo disparado por
las defensas de la planta ente la infeccion de CLas,
conduciendo hacia una ETS. En cambio, en varie-
dades tolerantes se ha reportado una mayor expre-
sion de glutation S-transferasa (Wang et al., 2016),
genes de glutarredoxina como GRXC6, GRXC9 y
GRXS9 y de peroxidasas (Cu/Zn-SOD y POD4)
(Hu et al., 2017a). Ademas, hay induccion de ge-
nes de biosintesis de 2-oxoglutarato dioxigenasa
dependiente de Fe(Il); las cuales catalizan numero-
sas reacciones oxidativas en las células y participan
en la biosintesis (GA y Etileno) y catabolismo (Aux
y SA) de fitohormonas asi como biosintesis de me-
tabolitos secundarios; asi como de tiorredoxina,
proteina del sistema antioxidante Trx (Albrecht y

Bowman, 2012); por lo que estas variedades po-
drian estar mas protegidas contra el dafio por estrés
oxidativo, asi como por el dafio que provoca el sis-
tema inmune inducido por las vias de sefializacion
de las ROS.

Genes y Proteinas de resistencia: En genotipos
susceptibles los genes homologos a genes de pato-
génesis (PR) no muestran grandes cambios ante la
presencia de la bacteria. Shi et al. (2017) sefialan
que en toronja Duncan solo se indujo la expresion
del homologo al gen PR1, mientras que tres PR1
se observan inducidos en la toronja Jackson tole-
rante (Wang et al., 2016). Ademas, en mandarina
Sun Chu Sha, variedad tolerante tratada con Flg22,
se observd mayor expresion de NPR2 y NPR3, re-
guladores de la expresion de PRs (Shi et al., 2017).
Los genes de resistencia constitutiva (CDR1) se
expresaron en menor medida en las variedades
susceptibles de mandarina Cleopatra, con respecto
al hibrido US-897 (Albrecht y Bowman, 2012) y
C. sinensis (Rawat et al., 2017). Por el contrario,
en variedades e hibridos tolerantes de Poncirus,
CDRI1, CDR2 y CDRS8 mostraron altos niveles
de expresion (Rawat et al., 2017; Curtolo et al.,
2020a). Ademas, Shi et al. (2017) reportaron que
ante el tratamiento con Flg22, plantas de mandari-
na tolerante mostraron una mayor expresion de los
genes asociados a resistencia respecto al Pomelo
susceptible, como EDRI(incremento de resistencia
a enfermedades), EDSI (incremento de la suscep-
tibilidad a enfermedades), NDRI (resistencia a en-
fermedades no especifica a raza), PBSI (cinasa que
detecta al efector avrPphB), RARI (requerido para
resistencia a Mlal2), SGT1 (supresor del alelo G2
de skp que promueve la HR).

Factores de transcripcion: Las familias WRKY
y MYB se han considerado como reguladores
fundamentales de la respuesta de defensa de plan-
tas contra patdgenos. En variedades susceptibles
como C. sinensis y C. reticulata multiples TFs de
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Cuadro 2. Significado de abreviaciones cominmente utilizadas en la literatura y en esta revision.

Abreviacién Significado Descripcion y/o funcién molecular, bioquimica y/o fisiolégica

Factor transcripcional Insensible al
ABI3/VP1 ABA 3 (abscisic acid insensitive3) /
Viviparousl.

Participa en la regulacion transcripcional durante el crecimiento, desarrollo y respuestas al estrés
abiodtico mediando respuestas al ABA.

Factores transcripcionales AG

L " .
(Agamous-like). Genes homeoticos florales tipo MADS-box.

AGL14

Factores transcripcionales tipo
APETALA 2 / proteinas que unen

AP2-EREBP eclementos de respuesta al etileno
(ethylene-responsive element binding
proteins).

Factores transcripcionales de genes que participan diversos procesos en plantas como crecimiento,
desarrollo y en la respuesta a estrés.

Factor transcripcional AS2 (hojas

AS2 s
asimétricas).

Participa en la formacion de un complejo represores de transcripcion de genes KNOX.
Factor de virulencia que puede inhibir varias Cys proteasas requeridas para la defensa basal de las
Avr2 Efector de avirulencia 2. plantas, incluyendo RCR3. Juega un papel como factor de avirulencia disparando respuestas de

inmunidad en plantas que contienen el gen de resistencia [-2.

Factor transcripcional con dominio tipo Participa en la regulacion de transcripcion de genes de desarrollo, crecimiento, estrés bidtico y

bzIp cierre de leucinas (basic leucine zipper). abiodtico en plantas.
o2 Proteinas con dedos de zinc C2H2 (2 Participan en diversos procesos en plantas, incluyendo la regulacion transcripcional de genes de
Cisteinas y 2 histidinas). resistencia a estrés.
Ca> Iones de calcio. Segundo mensajero en la respuesta inmune de las plantas.
CALI Factores transcripcionales CAL Participan en la regulacion de la transcripcion de genes que se expresan en procesos fisioldgicos como
(CAULIFLOWER) tipo MADS-box. la floracion.
CC Hélice superenrollada (Coiled coil). Dominios de proteinas formados por 2-7 o hélices enroscadas como hilos de una cuerda.

CCAAT-  Factor de union CCAAT/ subunidad Factores transcripcionales que participan en diversos procesos durante el desarrollo de las plantas,
HAP2 HAP2. incluyendo senescencia y respuestas a estrés.

Receptor de tomate homdlogo al gen de

Cf-2 . . . Participa en el reconocimiento de PAMPs e inicia la transduccion de sefiales intracelulares.
resistencia de Cladosporium fulvum.
CLas Candidatus Liberibacter asiaticus. Patégeno causal de la enfermedad del HLB, cepa asiatica.
Ct Extremo C terminal. En %os PRRS esun don}inio intracelular que participa en la sefializacion de la percepcion de PAMPs
hacia el interior de la célula.
Dt Dominio transmembranal. Parte de del PRRs que atraviesa la bicapa de la membrana.

Dimero de la proteina que incrementa
la susceptibilidad a enfermedad y su

EDS1/PAD4 coregulador deficiente a fitoalexina
(Enhanced  Disease  Susceptibilityl/
Phytoalexin Deficient 4).

Proteinas tipo lipasa que coadyuvan con receptores LRR activando cascadas de sefalizacion y
confieren inmunidad a patdgenos.

Factor de respuesta a etileno (Ethylene Factores transcripcionales que regulan la expresion de genes en respuesta a etileno, incluyendo

ERF23, 26 response factors) respuestas al ataque de patogenos.
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Cuadro 2. Continta...

Abreviacién Significado Descripcion y/o funcién molecular, bioquimica y/o fisiolégica
ETI Inmunidad mediada por efectores Se activa ante la interaccion y reconocimiento especifico entre productos de genes de avirulencia de
(effector-triggered immunity). patdgenos y los correspondientes genes de resistencia de las plantas
. Proteina principal del flagelo de bacterias, que actia como PAMP y al ser reconocida por PRRs elicita
Fla Flagelina.
la respuesta de defensa de las plantas.
Glucano sintasa like 5 (calosa sintasa) / .. L .
GSL5/PMR4 >V ! ike 5 ( . ) Participa en la sintesis y deposicion de calosa.
resistente al moho polvoriento 4.
HLB Huanglongbing. Enfermedad de los citricos causada por bacterias del género Candidatus Liberibacter.
JA Acido jasmoénico. Fitohormona que participa en la respuesta de defensa ante insectos como D. citri
TA-lle Jasmonil-isoleucina Conj.ugado de JA y el aminoacido isoleucina que participa en la via de sefalizacion de defensa
mediada por SA/JA.
JAZ Dominio ZIM de jasmonato (Jasmonate Dominio de proteinas involucradas diversos procesos de plantas, incluida la respuesta de defensa
ZIM-domain). participando en la sefalizacion de JA.
Dominio de proteinas limite de 6rganos e L . .
Famil fact 1 ifi 1 rt 1 laci6
LBD37 laterales LOB (protein Lateral Organ amilia de factores transcrlpcrlona es especificos dep an.tas' que participan en la regulacién de genes
. de desarrollo, respuesta a patdogenos y metabolismo de nitrdgeno y antocianinas.
boundaries).
Elicitacion reducida especifica para
lipopolisacaridos. PRR tipo receptor cinasa de lectina G, que reconoce lipopolisacaridos o PAMPs tipo 4cidos grasos
LORE . . . . . . .
(lipooligosaccharide-specific ~ reduced 3-OH de cadena mediana de bacterias dando lugar a una respuesta inmune.
elicitation).
LPS Lipopolisacaridos. Componente de la membrana de ba'cterias que participa como factor de virulencia que interactua con
los receptores LORE de la superficie celular.
LRR Repeticiones ricas en leucina (leucine- Dominios proteicos con repeticiones ricas en el amioacido leucina, participan en la interaccion
rich repeats). proteina-proteina.
. . .. R t i ti t Tul int ( MAMP ti 1.
LysM-RLK Receptor tipo RLK con motivos de lisina. eceptores cinasa con motivos extracelulares que in e’ractuan con s activando respuestas en
plantas que conducen a simbiosis o defensa contra patogenos.
Patrones moleculares asociados a
MAMPs/  microorganismos/patogenos  (microbe- Moléculas sefial provenientes de bacterias como lipopolisacaridos, flagelina o lipoproteinas detectados
PAMPs or  pathogen-associated  molecular por los receptores.
patterns).
MAPK Pro.temas cinasa actlvada§ por mitogenos Participan en la transduccion de sefiales en la respuesta inmune de las plantas.
(Mitogen-activated protein kinase).
MIC2 Factor transcripcional. Factor transcripcjonal bHLH (basic helix-loop-helix) que regula la transcripciéon de genes que
responden a la sefial de JA.
. . En plantas participan en numerosos procesos, incluyendo la regulacion de las respuestas a hormonas
MYB Factores transcripcionales tipo MYB. ,
y a estres.
NBS Sitio de unién a nucledtido (Nucleotide- El dominio NBS en genes R (NBS-LRR) es responsable de la union e hidrolisis de ATP para la
binding site). sefializacion al detectar patogenos.
Gen supresor de patogénesis (Non- . , . S .
. Cofactor transcripcional que actua como regulador maestro de la resistencia sistémica adquirida
NPR1 expressor of pathogenesis-related genes .
1 : (SAR) mediada por SA.
Nt Extremo N terminal. En los PRRs el Nt es un dominio extracelular que participa en el reconocimiento de PAMPs para

iniciar la senalizacion.
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Abreviaciéon Significado Descripcion y/o funcion molecular, bioquimica y/o fisiolégica
Receptores de reconocimiento de
PRRs patdgenos (Pattern Recognition Receptores celulares que perciben a moléculas asociadas a patdogenos.
Receptors).
Inmunidad desencadenada por PAMPs L . . s,
PTI . . ¢ p Activacion de genes de defensa ante el reconocimiento de PAMPs y posterior sefializacion.
(PAMP-triggered immunity).
Serina/treonina cinasa que confiera . . .. . , ., Sy,
. . que Gen de resistencia que participa en el reconocimiento de proteinas Avr, transduccion de sefializacion
PTO resistencia a Pseudomonas syringae pv A,
y activacion de respuesta de defensa.
tomato.
Proteina D homdloga a oxidasa del burst . ., . ..
. . ‘g ) Proteina transmembranal que ante la percepcion de PAMPs por los receptores, se fosforila y participa
RbohD respiratorio (respiratory burst oxidase .
. en la produccion de ROS.
homolog protein).
Cisteina-proteasa extracelular de tomate ] .
, p x Y . Proteasa extracelular que actiia como correceptor formando un complejo con el PAMP Avr2 para
RCR3 homologa a las Cys-proteasas similares . . . o
, unirse al receptor Cf-2 y disparar la respuesta de hipersensibilidad HR.
a papaina.
RIN4 Proteina que interactia con RPMI1 Proteina de membrana que interactia con efectores de patogenicidad y se une a proteinas de resistencia
(RPM -interacting protein 4). como RPM1 lo que activa la respuesta inmune.
Receptor similar a cinasa (receptor-like Proteinas transmembranales con extremo C-terminal intracelular. Participan en el reconocimiento de
RLK . o - ~ . .
kinases). PAMPs e inician la transduccion de senales fosforilando otras moléculas.
RLP Receptor similar a proteinas (Receptor- Proteinas transmembranales que carecen de extremo C-termial intracelular. Participan en el
like proteins). reconocimiento de PAMPs en inician la transduccion de sefiales.
ROS Especies reactivas a oxigeno (Reactive Moléculas derivadas del oxigeno molecular altamente oxidantes que participan en la via de
oxigen species). sefializacion y respuesta inmune.
SA Acido salicilico. Fitohormona que participa en la respuesta de defensa de citricos ante CLas.
SCF/COI1  SCF/COI1 ubiquitin ligasa. Complejo mediador de la degradacion de JAZ.
Proteinas receptoras con 7 dominios transmembranales que atraviesan la bicapa de la membrana
7-T™M Receptores transmembranales 7. p , d P
celular y responden a estimulos extracelulares.
Ser/Thr . L Enzima que fosforila el hidroxilo (-OH) de la Serina o Treonina. En los receptores RLK es un dominio
. Serina/Treonina cinasa. . L . -
kinasa intracelular con participacion en la transduccion de sefiales para la respuesta de defensa de las plantas.
Factores transcripcionales tipo bZIP . e . . -
TGAs . Tanserp P Forma un complejo transcripcional con NPR1 para inducir la transcripcion de genes de defensa PR1.
(basic leucine zipper).
Dominio homélogo a receptores de Dominio N-terminal de receptores NBS-LRR, con repeticiones de leucina que interactian con los
TIR Toll o interleucina-1 (7oll/Interleukin-1 \ P ’ P 4
efectores de patogenos.
receptor).
. . Factores transcripcionales que activan o reprimen la transcripcion de genes de muchos procesos en
WRKY Factores transcripcionales tipo WRKY. p qu v P P & “ p

plantas, incluidas las respuestas de defensa.
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la familia WRKY fueron regulados positivamente
ante la infeccion con CLas, respecto al hibrido US-
897 (Albrecht y Bowman, 2012; Fu et al., 2016).
Por su parte Curtolo et al. (2020a) reportan que
alrededor de dos centenas de factores de trans-
cripcion son menor o mayormente expresados en
variedades susceptibles de citricos infectados con
CLas mientras que, con notoria diferencia, solo
cinco o dos son diferencialmente expresados en la
tolerante P. trifoliata o el hibrido resistente, respec-
tivamente. Esta enorme diferencia en el nimero de
factores transcripcionales afectados sugiere que los
procesos metabdlicos y de desarrollo estan solo
siendo afectados en las variedades susceptibles y
no en las tolerantes. Ademas, Curtolo ef al. (2020a)
encontraron que, en las variedades susceptibles, la
mayoria de los WRKY que identificaron con cam-
bios fueron reprimidos ante la infeccion de CLas,
aunque son distintos a los reportados por Fu et al.,
(2016). Mientras que en los hibridos tolerantes de
P, trifoliata, algunos WRKY fueron inducidos, en-
tre ellos los relacionados con la respuesta de defen-
sa mediada por MAPK. Ademas, otros TFs fueron
reprimidos, particularmente aquellos con dominio
SCL (Scarecrow). Los autores sugieren que algu-
nos WRKY podrian estar asociados con los meca-
nismos de resistencia genética en P. trifoliata; sin
embargo, su participacion en la induccion de las
respuestas inmunes y/o en los mecanismos de tole-
rancia, aun no ha sido demostrada.

Genes de defensa expresados en floema poten-
cialmente asociados a los sintomas de HLB: En la
mayoria de los estudios realizados, las variedades
susceptibles mostraron obstruccion por calosa aso-
ciado al incremento en la expresion de genes re-
lacionados con la sintesis de calosa, asi como de
proteinas de floema como PP2-B15, las cuales se
propone participan junto a la calosa como barrera
fisica que evita la dispersion de CLas, pero tam-
bién causan alteraciones en el flujo del floema. Asi

mismo se indujeron genes codificantes de protei-
nas cristaloides del floema que participan en la
obstruccion de los tubos del tamiz, como SEOc y
SEOd (Curtolo et al. 2020a). Ademas, el metabo-
lismo de carbohidratos es ampliamente afectado
en variedades susceptibles con HLB, sobre expre-
sandose genes de la biosintesis de almidon como
los de almidon sintasa (glgA) y enzima ramificante
del almidén 11, y suprimiéndose genes de enzimas
que degradan el almidon como las a- y b-amilasas
(Martinelli et al., 2016; Hu et al., 2017b; Curtolo et
al., 2020a). Por el contrario, en genotipos toleran-
tes no se observa bloqueo en el floema inducido por
la calosa y los genes de calosa sintasa no se obser-
van sobre expresados en el hibrido de P. trifoliata
reportado como resistente (Curtolo et al. 2020a);
aunque si hay modulacion de genes de proteinas
de floema. Ademas, el metabolismo de carbohidra-
tos se altera en menor grado en P. trifoliata segin
Curtolo et al. (2020a) y Hu et al. (2017b) reportan
la expresion de un gen de o amilasa (44M), aso-
ciado con la degradacion de almidon en la varie-
dad tolerante C. hystrix. Los perfiles diferenciales
de los genes que afectan el flujo del floema, entre
los genotipos susceptibles y tolerantes, sugiere que
las variedades tolerantes tienen la capacidad de
suprimir la respuesta de defensa ante la infeccion
de CLas, evitando en consecuencia el bloqueo del
floema y la acumulacion de almidon en cloroplas-
tos, lo que contribuye a que estas variedades no ex-
presen los sintomas foliares.

Fotosintesis: En plantas susceptibles, y acorde
con los sintomas de amarillamiento a nivel foliar,
se observa disminucion de la expresion de protei-
nas involucradas en reacciones fotosintéticas como
proteina de union a clorofila a/b del complejo co-
sechador de luz II, proteina del fotosistema II que
contiene el dominio psbP y subunidad O del foto-
sistema [; mientras que en tolerantes como H. hys-
trix los genes que codifican estas proteinas no fueron
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afectados ante la infeccion de CLas (Albrecht y
Bowman, 2012; Hu et al., 2017a; Curtolo; et al.,
2020a).

Pared celular: El reforzamiento de la pared celu-
lar es una de las respuestas iniciales de defensa de
las plantas ante el ataque de patdégenos. En varie-
dades susceptibles infectadas con CLas, se observa
una regulacion negativa de genes relacionados con
funciones de la pared celular como los de la bio-
sintesis de lignina (Curtolo; et al., 2020a), funda-
mental para la rigidez de la pared celular. Ademas,
se ha reportado una mayor expresion de genes aso-
ciados al metabolismo y disrupcion pared celular
como celulosa sintasa, celulasa, expansinas, pectin
esterasas y pectin-metiltransferasas (Martinelli ef
al.,2016; Wang et al., 2016; Curtolo et al., 2020a).
Estos cambios sugieren que la colonizacion de
CLas podria ser mas rapida en variedades suscep-
tibles debido a una pared celular menos rigida. Por
el contrario, en variedades tolerantes la ruta de la
biosintesis de lignina y sus precursores es una de la
mas sobreexpresada, incluyendo genes como la O-
metiltyransferasa del acido cafeico, la feruloil or-
to-hidroxilasa, la hidroxicinamoil transferasa, y el
precursor de lacasa (Curtolo et al., 2020a), el cual
esta involucrado en la degradacion de lignina y fue
altamente inducido en P. trifoliata, mientras que
un gen involucrado en la degradacion de pectina
mostrd expresion disminuida. También se reportd
una mayor expresion una B-1,3-Glucanasa (Chin et
al., 2021) y de proteinas similares a celulosa sinta-
sa (CSLA2 y CSLA9) (Hu et al., 2017a). Con todo
ello, se sugiere que los cambios asociados a la es-
tructura de la pared celular en variedades tolerantes
podrian contribuir al reforzamiento de barreras fi-
sicas para restringir la invasion de CLas (Hu et al.,
2017a).0tros genes y metabolitos de defensa: En
hibridos considerados como resistentes a CLas por
Curtolo et al. (2020a), se expresd diferencialmente
el gen de la endoquitinasa B. Las endoquitinasas

desempefian un papel importante como bacterici-
das y algunas tienen la habilidad de romper cade-
nas de peptidoglicano, conduciendo a la lisis de
células bacterianas (De Medeiros et al., 2018). Este
hibrido muestra muy pocos cambios transcriptomi-
cos al ser infectado con CLas, comparativamente
con la variedad parental y otros hibridos tolerantes.
Los autores proponen que el gen de la endoquitina-
sa juega el papel de gen de resistencia en este geno-
tipo. Ademas, en el parental tolerante P, trifoliata la
transcripcion de muchos genes involucrados en la
ruta de biosintesis de fenilpropanoides se mostra-
ron afectados, a diferencia de lo observado en las
variedades susceptibles (Curtolo et al., 2020a). La
fenilamina amonio liasa (PAL) participa en la bio-
sintesis de moléculas importantes para la defensa
de las plantas como los fenilpropanoides, la lignina
y el SA, por lo que se ha propuesto que participa en
la resistencia a enfermedades mediando la produc-
cién de compuestos antimicrobianos y moléculas
de senalizacion. Sin embargo, en la variedad sus-
ceptible C. sinensis infectada con CLas los niveles
de PAL también se incrementaron, por encima de
los niveles detectados en variedades medianamente
tolerantes como C. aurantifolia y C. latifolia (To-
rres et al., 2017). Ademas, en variedades e hibridos
susceptibles Curtolo ef al. (2020a) observaron la in-
duccién de homologos a proteinas transportadoras
de lipidos, las cuales podrian inhibir el crecimiento
de patogenos. El timol es un metabolito reconoci-
do por sus propiedades antimicrobianas (Kachur
y Suntres, 2020). Killiny et al. (2017) reportaron
que la Mandarina tolerante Sugar belle mostrd una
mayor concentracion de timol y sus precursores
y-terpineno y p-cimeno, comparado con varieda-
des susceptibles como toronja Duncan, tanjerina
Dancy, tangelo Minneola y mandarina Clementina.
Las proteinas de choque térmico (Heat shock pro-
tein HSP) participan en la respuesta de defensa de
las plantas a estrés biotico y abidtico protegiendo
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a otras proteinas de desnaturalizacién y regulan-
do su plegamiento, localizacion, aglomeracion y
degradacion bajo condiciones de estrés (Balfagon
et al., 2018). En el hibrido tolerante US-897 se ha
reportado una expresion diferenciada de HSP70 y
HSP20 respecto a la mandarina Cleopatra suscepti-
ble, aunque con valores de expresion similares en-
tre plantas sanas y enfermas de cada cultivar (Al-
brecht y Bowman, 2012).

Fitohormonas: En citricos susceptibles infec-
tados con CLas se ha reportado que en hojas se
incrementan los niveles endogenos de fitohormo-
nas cuya participacion como sefales de defensa es
bien conocida, como salicilatos (SAs) y jasmonatos
(JAs), ademas de acido abcisico (ABA) y auxinas
(AUX), asi como sus genes de biosintesis; mientras
que en frutos enfermos se han observado niveles
mas bajos de etileno (ET) respecto a frutos sanos
(Rosales y Burns, 2011; Nehela ez al., 2018). La se-
nalizacion disparada por las fitohormonas durante
procesos de defensa puede activar o reprimir fac-
tores transcripcionales que regulan la transcripcion
de genes de inmunidad.

Respecto a SAs, Nehela et al. (2018) reporta-
ron abundancia de acido benzoico, acido trans-ci-
namico y acido salicilico en citricos susceptibles,
sin embargo, no existen otros reportes sobre la
expresion de SAs en citricos tolerantes con HLLB.
Ademas, se ha observado la regulacion negativa de
la salicilato-carboxil metiltransferasa (SAMT) que
produce el Me-SA (Zou et al., 2012) y de UDP-
Glicosiltransferasa que modula los niveles y dis-
tribucion de moléculas de sefializacion enddgenas
(Albrecht y Bowman, 2012). En plantas tolerantes
como la mandarina Sun Chu Sha, Shi et al. (2017)
reportaron que la infeccion con CLas induce ge-
nes relacionados con el metabolismo de SA como
PAL1 y AZI1 (metabolito movil requerido para la
SAR, inducido por acido azelaico y asociado a la
acumulacion de SA ante infecciones). Sin embargo,

Curtolo et al. (2020a) no encontraron cambios im-
portantes en la transcripcion de genes relacionados
con la biosintesis de SA en genotipos tolerantes.
Suh et al. (2021) reportaron que las vias metabo-
licas de biosintesis de hormonas se incrementaron,
excepto el SA que fue regulado negativamente en
plantas tolerantes. Los autores sugieren que la re-
duccién de SA podria estar asociada con la estrate-
gia de defensa en estos cultivares, evitando la res-
puesta inmune que genera sintomas.

Respecto a jasmonatos, Yao et al. (2020) en-
contraron una regulacién negativa de genes de
biosintesis y sefializacién de acido jasmonico JA
en frutos sintomaticos de naranja Valencia, como
la aleno-6xido ciclasa 3 y 4 (AOC3 y AOC4). En
hojas infectadas de variedades susceptibles Curtolo
et al. (2020a) no encontraron grandes cambios en
transcritos relacionados con jasmonatos.

Respecto a las GAs, en genotipos susceptibles
Curtolo et al. (2020a) reportan induccion de ge-
nes de biosintesis y disminucion de transcripcion
de proteinas que participan en su degradacion. Lo
opuesto se observo en el genotipo tolerante P. trifo-
liata, donde disminuyen los genes de biosintesis y
se sobre expresan genes clave para la degradacion
de GAs. El gen inducido por giberelinas es uno
de los mas afectados negativamente. Las GAs son
consideradas moduladores de la sefalizacion del
SA durante la respuesta a patdgenos. Los autores
proponen que las GAs juegan un papel relevante en
la interaccion CLas-citricos afectando la fisiologia
de las plantas y el desarrollo de los sintomas. Sin
embargo, estos resultados transcripcionales difie-
ren de la propuesta de Ma et al. (2022) sobre tratar
arboles enfermos susceptibles con GAs para aliviar
el dafio oxidativo por ROS, asi como para manipu-
lar la floracion y caida prematura de fruta (Tang et
al.,2021), por lo que se requieren pruebas en cam-
po respecto a la participacion y efecto de las GAs
sobre el desarrollo de los sintomas.
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La infeccion por CLas provoca alteraciones en
la sefializacion mediada por AUX en variedades
susceptibles, como la regulacion negativa de los
genes SAUR72 (ARN pequeiio regulado positiva-
mente por auxina) y IAA1 (proteina responsiva a
acido indolacético que reprime la funcion de ARFs,
factores transcripcionales que responden a AUX),
asi como de reguladores negativos de la sintesis de
auxinas, lo cual podria ocasionar mayor expresion
de expansina y rupturas de la pared celular (Hu et
al.,2017b). Curtolo et al. (2020a) reportan que mu-
chos genes relacionados a auxinas y etileno fueron
diferencialmente expresados en citricos suscepti-
bles; incluida la sobreexpresion de genes inducidos
por auxinas y la disminucién de factores responsi-
VOs a auxinas; mientras que ambas vias no se afec-
tan en la tolerante P. trifoliata. Sin embargo, Wang
et al. (2016) reportaron una regulacion negativa de
genes similares a DMR6 (gen de resistencia al mil-
dew 6) en la tolerante toronja Jackson, el cual par-
ticipa en la biosintesis de etileno y ha sido catalo-
gado como supresor de inmunidad en Arabidopsis;
ademas de mayor expresion de genes de respuesta
a auxinas (SAUR), lo que podria contribuir a una
menor expresion de expansina. También, se obser-
vo6 la regulacion positiva del factor transcripcional
de respuesta a etileno y proteina 1 de la caja F con
union a EIN3 (Wang et al., 2016; Hu et al., 2017b).

La melatonina (MEL) también puede tener un
papel importante como mediadora de la respuesta
de defensa ante la infeccion de CLas, mediante la
modulacion de la biosintesis de otras fitohormonas.
Se ha reportado una mayor concentracion de MEL
en variedades tolerantes (Nehela y Killiny, 2020a).
Adicionalmente, la aplicacion exégena de MEL
mejoré el contenido endogeno de las fitohormo-
nas asociadas con la respuesta al estrés (salicilatos,
auxinas, acido trans-jasmonico y acido abscisico),
por lo que concluyeron que la MEL es mediadora
de la respuesta defensiva de plantas contra el HLB
(Nehela y Killiny, 2020a).

Carbohidratos simples, aminoacidos y acidos
orgéanicos: El metabolismo de carbohidratos es
afectado en mayor medida en variedades suscepti-
bles a CLas, principalmente en estados iniciales de
infeccion. Hu et al. (2017b) reportaron que en C.
sinensis se induce la transcripcion de genes biosin-
téticos de almidéon como glicogeno sintasa (glgA),
y disminuye la expresion de genes involucrados
en su degradacion. Por el contrario, estos genes no
sufrieron cambios significativos ante la infeccion
de CLas en C. hystrix, genotipo tolerante. Killiny
(2017) reporto que las variedades tolerantes mostra-
ron mayor concentracion de a-D-galactopiranosa,
a-D-manopiranosa, maltosa y disacaridos, mien-
tras que los acidos orgénicos se encontraron en ma-
yor medida en variedades susceptibles. Albrecht et
al. (2016) reportaron incremento de acido sacarico,
acido pirrol-2-carboxilico y acido maleico en va-
riedades susceptibles; mientras que Cevallos-Ce-
vallos et al. (2012) observaron incremento en los
niveles del acido butanodioico o succinico. Por otra
parte, en variedades susceptibles infectadas con
CLas se reportd incremento en la concentracion de
aminoacidos como lisina, tirosina y glicina en man-
darina Cleopatra (Albrecht et al., 2016); o prolina,
serina y acido aspartico en naranja Madam Vinous
(Cevallos-Cevallos et al., 2012). Las variedades
tolerantes también expresaron mayor cantidad de
aminoacidos como fenilamina, tirosina, triptéfano
valina, leucina, histidina, lisina, cisteina, metio-
nina, serina y glutamato (Killiny e Hijaz, 2016),
glicina y manosa (Cevallos-Cevallos et al., 2012);
mientras que Suh et al. (2021) reportaron que las
vias del metabolismo de glutamato y aspartato se
regularon positivamente.

Transportadores: Segiin Curtolo et al., (2020a),
los genes relacionados al transporte de carbohidra-
tos, amino acidos e iones es una de las funciones
biologicas mas afectadas por CLas en variedades
susceptibles, respecto a las tolerantes; entre ellos,
los genes de transportadores de zinc.
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En resumen, la observacién general a partir de
la comparacion de resultados reportados en los di-
versos trabajos 6micos, es que relativamente pocas
rutas y funciones cambian su expresion en las plan-
tas tolerantes, mientras que muchas son afectadas
en plantas susceptibles; tanto a nivel transcriptomi-
co, como protedmico y metabolomico. En algunas
variedades tolerantes de citricos, podria existir un
sistema de reconocimiento especifico de CLas y
de detoxificacion mas eficiente, que evite el dafio
por ROS y la induccion del sistema inmune ante
la infeccion. Ademas, parecen incrementar el me-
tabolismo productor de energia, favoreciendo el
crecimiento continuo y la regeneracion de floema
(Deng et al., 2019). La senalizacion via fitohor-
monas parece ser distinta a lo que ocurre en las
variedades susceptibles, podria estar mediada por
jasmonatos y por la supresion de la sefializacion de
auxinas y degradacion de giberelinas, conducien-
do a una respuesta de defensa rapida y eficiente
a través de la sintesis de fenilpropanoides, endo-
quitinasas y el fortalecimiento de la pared celular;
ademas de prevenir los eventos que conducen a la
disfuncion del floema y sintomas derivados (Curto-
lo et al. (2020a). Alternativamente, las variedades
tolerantes podrian no responder a la presencia de
CLas; o bien, suprimir la respuesta inmune; esta-
bleciendo una convivencia con la bacteria en la que
la planta no reprograma su expresion génica ni alte-
ra sus perfiles proteémicos y metaboélicos evitando
dafiarse a si misma durante el proceso de defensa,
lo que estaria acorde con la propuesta de Ma et al.
(2022) respecto a que HLB es una enfermedad oca-
sionada por el sistema inmune de la planta. En ese
sentido, da Graga ef al. (2016) propuso que en
las variedades e hibridos tolerantes la respuesta in-
mune elicitada por los posibles factores de virulen-
cia de CLas es una “potencial ETI”, ya que que no
existe suficiente evidencia de que estas variedades
desplieguen una ETL.

Relacion de los cambios metabolicos y hormo-
nales con los sintomas de HLB. Ante la infeccion
por CLas, los arboles infectados de las especies
susceptibles responden con un amplio rango de
procesos fisioldgicos, lo que resulta en la aparicion
de sintomas caracteristicos asociados al aumento
de la concentracion bacteriana. En la Figura 4 se
resume coémo el desequilibrio y sefializacion de las
fitohormonas, la alteracion de metabolitos como
carbohidratos, pigmentos, poliaminas o moléculas
de sefializacion como el acido gama aminobutirico
(GABA) y ROS (H,0,), podrian estar relaciona-
dos con el desarrollo de los sintomas fisiologicos
o de desarrollo asociados al HLB, como la flora-
cion temprana, deformidades de hojas y frutos, o
el aborto de semillas (Kim et al., 2009; Shen et al.,
2013). Lo anterior coincide con Rosales y Burns
(2011), quienes reportaron que la presencia de
ABA fue cuatro veces mas alta en cascara de frutos
de C. sinensis con HLB, y el contenido de acido in-
dolacético (IAA) fue significativamente mayor en
las zonas deformes de la cascara.

La caida prematura de frutos es también un
sintoma comunmente asociado al HLB. Zhao et
al. (2019) encontraron que esta relacionado con la
sefalizacion hormonal, la respuesta de defensa y
el metabolismo secundario. Reportan la expresion
de genes relacionados con la sintesis y sefalizacion
de etileno, asi como de acido jasmoénico; ademas,
los niveles de etileno y acido jasmoénico fueron
significativamente mas altos, mientras que el acido
abscisico fue significativamente mas bajo en frutos
caidos provenientes de arboles enfermos respecto
a frutos provenientes de arboles sanos. Al respec-
to, Nehela y Killiny (2020b) sefialan que la caida
prematura de fruta podria estar relacionada con una
alteracion en la homeostasis del metabolismo en las
zonas de abscision (AZ) del fruto, lo que se relacio-
na con una limitada disponibilidad de carbohidra-
tos y con la regulacion de los procesos de division
celular (Figura 4).
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Figura 4. Desbalances metabélicos y de fitohormonas en citricos ante la infeccion con CLas o infestacion con D. citri 'y su
posible relacién con los sintomas caracteristicos, como moteado asimétrico, hojas corchosas, reduccion de brotes,
caida prematura y deformacion de fruto. Adaptado de Nehela y Killiny (2020a). BA-AZ= Zona de abscision basal,
LA-AZ= Zona abscision laminar, P-AZ= Zona abscision del pedinculo, C-AZ= Zona abscision del caliz, E-AZ~=
Zona abscision del estilo, ABA= 4cido abcisico, H,0,= Peroxido de hidrégeno, GABA= Acido gama aminobutirico.

La reduccion de brotes en estados avanzados
de la enfermedad también se ha asociado a un des-
balance hormonal, particularmente de la relacion
auxinas/citoquininas, asi como a un incremento en
los niveles de acido abscisico. El moteado asimétri-
co esta asociado con un incremento en la acumula-
cion de zeaxantina y una disminucion de pigmentos
como clorofila a y carotenoides (Killiny y Nehela,
2017b). Ademas, ante la infeccion con CLas se in-
duce la produccion de poliaminas, lo cual se rela-

ciona con la acumulacion de H O,y 4cido abscisico
en hojas. CLas logra sobrevivir a la toxicidad del
H,0,, sin embargo, la acumulacioén de altas canti-
dades de H,O, resulta eventualmente toxico para el
tejido de hojas y ocasiona el moteado asimétrico
(Pitino et al., 2017; Killiny y Nehela, 2020).

Por otra parte, la acumulacion de almidon en
células fotosintéticas, tubos cribosos del floema y
células del parénquima en hojas del peciolo se rela-
ciona con el sintoma de hojas corchosas (Whitaker
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et al.,2014). Nehela y Killiny (2020b) revisaron la
participacion de diversos metabolitos de citricos en
el desarrollo de los sintomas del HLB. Los autores
sefialan que los metabolitos juegan un papel vital
en el desarrollo de sintomas del HLB en citricos
mediante la modulacion del metabolismo de car-
bohidratos, homeostasis de fitohormonas, vias an-
tioxidantes o interaccion con otras vias metabolicas
donde participan aminoécidos, pigmentos de hojas
y poliaminas (Figura 4).

Con todo lo anterior, se evidencia que la aplica-
cion exdgena de hormonas en campo podria ser una
alternativa viable para corregir los desequilibrios
fitohormonales y metabolicos de las plantas enfer-
mas, ademas de potenciar las vias de defensa sisté-
mica (Nehela y Killiny, 2020a; Tang et al., 2021;
Ma et al., 2022). Para ello, es necesario realizar en-
sayos bajo condiciones controladas, con las diver-
sas variedades, que permitan comprender a fondo
la participacion de las fitohormonas y determinar el
manejo apropiado para la contencion del desarrollo
de la enfermedad.

Perspectivas futuras. El estudio de la interaccion
entre CLas y las diferentes especies de citricos con
mayor o menor grado de susceptibilidad al HLB
a través de herramientas 6micas, han permitido
comprender algunos de los recursos genéticos y
bioquimicos que utilizan, por un lado el patdégeno
para mejorar su aptitud en la colonizacion de las
plantas, y por el otro lado las plantas infectadas
para mantener la homeostasis celular. En la rela-
cion CLas-citricos se establece una compleja red
de senalizacion inducidas por potenciales efectores
de la bacteria, que provocan cambios cuantiosos
como respuestas de defensa en las plantas, inclu-
yendo desbalances metabolicos de aminoécidos,
acidos organicos, fitohormonas, poliaminas y me-
tabolitos secundarios; asi como la participacion de
factores transcripcionales, proteinas regulatorias y

de defensa; los cuales, en conjunto, determinan la
capacidad de tolerancia o susceptibilidad de los ci-
tricos ante la infeccion.

Comprender a fondo la etiologia de la enferme-
dad y los mecanismos de susceptibilidad versus to-
lerancia, clarifica opciones para el disefio de estra-
tegias de manejo del HLB en campo con aplicacion
de micronutrientes, antioxidantes, fitohormonas,
elicitores y reguladores de la respuesta inmune o
promotores de crecimiento que prolonguen la vida
productiva de los arboles infectados; asi como para
desarrollar variedades genéticamente mejoradas
por via convencional, molecular o por edicion gé-
nica, que sobre expresen receptores u otros genes
de resistencia para confieran respuesta sistémica
que prevenga la infeccion, genes que modulen la
respuesta inmune de las plantas, que mitiguen el
efecto de las ROS, o controlen al patdogeno como
péptidos antimicrobianos. Las diversas estrategias
a implementar deberan ser adaptadas a las diferen-
tes especies y variedades de citricos, asi como a las
diversas regiones citricolas.

Aunque se ha progresado en la comprension de
la compleja relacion patdogeno-hospedero del pa-
tosistema HLB, la capacidad destructiva de la en-
fermedad maximiza la necesidad de investigacion
aplicada a la comprension no solo de los factores
moleculares, metabolicos y genéticos asociados a
la enfermedad del Huanglongbing, sino también
del impacto de la asociacion con otras enfermeda-
des como el VTC, y el efecto del ambiente y de
aspectos socioculturales en el manejo del HLB; ya
que la percepcion de los productores sobre la en-
fermedad y las estrategias de manejo, asi como su
conocimiento sobre la plaga o del buen uso y ma-
nejo de plaguicidas, influye en la efectividad de los
agentes utilizados para el control de D. citri (Pérez-
Zarate et al., 2016; Hernandez-Landa et al., 2017,
Pérez-Zarate et al., 2020). Asi, el desarrollo y la
adopcion de alternativas de manejo en el campo
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Mexicano, incluyendo tecnologias novedosas y
manejos sustentables, requiere que el conocimien-
to de frontera sea transferido de forma eficiente,
rapida y accesible a productores y técnicos de las
dependencias de gobierno especializadas, para re-
forzar la primera linea de batalla en el manejo del
Huanglongbing en México y generar politicas que
permitan la adopcion de las tecnologias venideras.
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