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Resumen. El creciente impacto de bacterias 
restringidas al floema en cultivos de importancia 
económica ha llevado a un renovado interés en 
comprender la patogénesis a nivel genómico e his-
tológico de estas enfermedades. El género Candi-
datus Liberibacter está asociado con enfermedades 
económicamente devastadoras, destacando Candi-
datus Liberibacter asiaticus (CLas) y Candidatus 
Liberibacter solanaceraum (CLso) en cítricos y 
hortalizas. Los estudios de interacción planta-pató-
geno se encuentran limitados debido a la naturaleza 
no cultivable de las especies patogénicas del gé-
nero Ca. Liberibacter, así como por la carencia de 
modelos experimentales. El objetivo del presente 
trabajo fue implementar un modelo para el estudio 
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de bacterias del género Candidatus Liberibacter, 
usando tomate-CLso como modelo experimental. 
Mediante un análisis curso temporal del proceso 
infectivo tomate-CLso, se determinó que existe 
una correlación directa entre la carga bacteriana y 
el desarrollo de síntomas, diferenciados en etapas 
temprana, intermedia y tardía. Adicionalmente, un 
análisis comparativo a nivel transcripcional de ge-
nes marcadores de defensa antibacteriana (PR-P1, 
miR160, y miR393) determinó que la respuesta de 
dichos genes en los patosistemas tomate-CLso y 
limón-CLas, son equivalentes. Los resultados de-
muestran que el sistema tomate-CLso puede ser 
utilizado como modelo para el estudio de la inte-
racción planta y bacterias no cultivables in vitro 
restringidas al floema.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter asiaticus, 
HLB, Zebra Chip, miRNAs.

Actualmente los fitopatógenos limitados al floe-
ma se han dispersado de manera alarmante en el 
mundo, aumentado su incidencia debido a los cli-
mas cada vez más cálidos y a la creciente interco-
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En Florida, desde que se detectó HLB, la superfi-
cie y el rendimiento de naranja han disminuido en 
un 44%, generando un aumento del 300 % en su 
precio (Dala-Paula et al., 2018). La pérdida eco-
nómica en Florida ocasionada por el HLB durante 
2006-2014 fue de $7.80 mil millones de dólares en 
la producción con una pérdida promedio anual de 
$975 millones de dólares (Hodges et al., 2014; Sin-
german et al., 2017). En Colima, antes de la llegada 
del HLB el rendimiento promedio de limón supera-
ba las 20.97 t ha-1. Esta cifra disminuyó a partir del 
2011, obteniendo solo 9.43 t ha-1 en el año 2014. 
Actualmente se ha observado una recuperación 
(14.26 t ha-1) (SIAP-SAGARPA, 2022), empero, 
esa cifra sigue representando una reducción del 
32 %.  

A pesar de los esfuerzos por mitigar la enfer-
medad, hasta la fecha no hay variedades con resis-
tencia real, ni tratamientos efectivos para eliminar 
el HLB en ninguna especie de cítricos (Gao et al., 
2018). Por ello, se han buscado estrategias para 
elucidar el mecanismo regulatorio de la enfer-
medad, siendo las aproximaciones “ómicas” (ge-
nómica, transcriptómica, metabolómica) las más 
utilizadas en los últimos años (Ventura-Medina et 
al., 2019; Zeng et al., 2022). Con la ayuda de tec-
nologías como RNA-Seq, actualmente es posible 
caracterizar el transcriptoma de plantas de manera 
rápida y con una mayor sensibilidad, lo que ha su-
puesto un cambio relevante en el estudio de plantas 
no modelo ante el estrés biótico y abiótico. En cí-
tricos con HLB, se han identificado diversos genes 
involucrados en la biosíntesis de carbohidratos y 
fitohormonas que han sido inducidos en los meca-
nismos de defensa de la planta (Huot et al., 2018). 
No obstante, el estudio funcional de estos genes 
aún se encuentra limitado a sistemas modelo como 
Arabidopsis-Pseudomonas, por lo cual se sabe 
poco sobre el mecanismo regulatorio en la inte-
racción planta-patógeno en plantas con genoma no 

nexión entre los sistemas agrícolas. Los métodos 
tradicionales de control de dichos organismos se 
restringen a la eliminación de plantas enfermas, 
tratamientos paliativos de las enfermedades (como 
el uso de antibióticos, termoterapia y manejo agro-
nómico) y al uso frecuente de insecticidas para 
controlar a los insectos vectores que transmiten a 
dichos patógenos (Bendix y Lewis, 2018). Den-
tro de esta categoría de fitopatógenos destacan las 
bacterias del género Candidatus Liberibacter; bac-
terias Gram-negativas que viven como parásitos 
obligados limitados al floema de sus hospederos, 
son transmitidas por insectos vectores del género 
Diaphorina y se asocian con enfermedades de cul-
tivos de interés agronómico en el mundo (Haapa-
lainen, 2014). Evolutivamente, las especies pato-
génicas de ‘Ca. Liberibacter’ han sufrido amplias 
reducciones de su genoma (1.2 Mb), por lo que son 
altamente dependientes de sus hospederos (Naran-
jo et al., 2019) y a la fecha no se ha logrado su 
cultivo in vitro. En este género destacan Candida-
tus Liberibacter solanaceraum (CLso) asociado a la 
enfermedad de “Zebra Chip” en papa (Munyaneza, 
2012) y otras enfermedades en hortalizas (Liefting 
et al., 2009); y Candidatus Liberibacter asiaticus 
(CLas) asociado al huanglongbing (HLB) de los cí-
tricos (Bové, 2006).

En la actualidad, el HLB es una de las enfer-
medades que generan mayor preocupación en el 
sector citrícola, ya que es considerada como la más 
devastadora y destructiva hasta el momento (Wang, 
2019). La citricultura hasta hace poco tiempo era 
una actividad altamente rentable; sin embargo, con 
la llegada del HLB la producción se ha visto re-
ducida, tan solo en el estado de São Paulo, Brasil, 
se eliminaron 55.5 millones de árboles de naranja 
dulce con síntomas de la enfermedad entre enero 
de 2005 y junio de 2019 (Bassanezi et al., 2020). 
En Sudáfrica se reportan pérdidas en la cosecha 
que alcanzan hasta el 100% (Alemán et al., 2007). 
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disponible y más aún en patógenos no cultivables. 
El entendimiento del proceso de patogénesis en la 
interacción planta-bacteria se ha enfocado en sis-
temas de bacterias cultivables como Pseudomonas 
y Agrobacterium, usando modelos experimentales 
alternativos como Arabidopsis thaliana (el cual no 
es el hospedero natural de dichos patógenos) (Yin 
et al., 2019). Estos sistemas experimentales han 
permitido avances en el desarrollo de alternativas 
para el manejo de fitopatógenos más complejos y 
de importancia económica. 

La caracterización funcional de genes, trata-
mientos terapéuticos o preventivos en cítricos ha 
sido complicada debido a la vida prolongada de los 
árboles de cítricos y los patrones fluctuantes del de-
sarrollo de HLB dentro de un árbol (Fletcher et al., 
2018). Además, la manipulación genética de los cí-
tricos requiere tiempo y esfuerzo, lo que hace que 
la detección genética funcional a gran escala sea 
casi imposible (Huang et al., 2021). 

El creciente avance de los estudios transcriptó-
micos relacionado a la expresión de genes involu-
crados en la defensa contra patógenos del género 
Candidatus Liberibacter va en aumento, por lo que 
se requieren de modelos de estudio para conocer 
y validar el papel biológico de estos mecanismos 
de regulación. Por tal motivo, el objetivo del pre-
sente trabajo fue la implementación de un modelo 
experimental que permita realizar estudios sobre la 
interacción planta-bacteria del género Candidatus 
Liberibacter, utilizando a CLso como patógeno, y 
jitomate su hospedero natural, como planta modelo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención del inóculo. La fuente de inóculo de 
la bacteria CLso se obtuvo de tubérculos de papa 
de la variedad Citlali (INIFAP-5-10) con síntomas 
característicos de la enfermedad “Zebra Chip”. 

Los tubérculos fueron cosechados en agosto del 
2017 en el INIFAP Campo Experimental Valle de 
México, Estado de México, y proporcionados por 
Oswaldo Angel Rubio Covarrubias. Posterior a la 
ruptura de latencia con ácido giberélico a 15 ppm 
durante 30 min, los tubérculos brotados se trasplan-
taron a macetas con sustrato SOGEMIX® PG-M y 
Vermiculita (1:1).

Detección y secuenciación de CLso. Para la detec-
ción de Candidatus Liberibacter solanacearum se 
realizó extracción de ADN genómico utilizando el 
método CTAB (Zhao et al., 1998; Arratia-Castro et 
al., 2014). La concentración y la calidad del ADN 
se determinó en un espectrofotómetro NanoDrop 
ND-2000 UV–Vis (NanoDrop Technologies, Wil-
mington, DE, USA). Se emplearon los iniciadores 
OA2 y OI2c diseñados en la región 16S rRNA que 
amplifican un fragmento de 1160 pb (Liefting et 
al., 2008; 2009). 

Los amplicones de PCR se purificaron em-
pleando el kit PureLink® Quick Gel Extraction 
(Invitrogen), siguiendo el protocolo del fabrican-
te. Los fragmentos se clonaron utilizando el vector 
pGEMT- Easy (Promega, Madison, WI, EU) y se 
transformaron en células quimio-competentes de 
Escherichia coli DH5α. Posteriormente, se secuen-
ciaron en Langebio de CINVESTAV-IPN Unidad 
Irapuato, Guanajuato.  

Transmisión y dinámica del proceso infeccio-
so de CLso en plantas de jitomate. Las plantas 
de papa detectadas como positivas para CLso por 
PCR se emplearon como fuente de inóculo para la 
propagación del patógeno por medio de injertos a 
plantas de jitomate. Se estableció un diseño expe-
rimental anidado donde se utilizaron 47 plantas de 
jitomate (Solanum lycopersicum, híbrido Maya), 
incluyendo 37 réplicas injertadas y 10 controles 
negativos. Las plantas se cultivaron bajo condicio-
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1160 pb de la región 16SrRNA de CLso con dilu-
ciones seriales de 102 hasta 107 moléculas. La curva 
estándar se obtuvo mediante la regresión lineal de la 
gráfica generada de la representación de los valores 
de la concentración del estándar en Log10 versus 
el correspondiente ciclo de detección (Cq). La efi-
ciencia del qPCR se calculó mediante la fórmula E 
= 10-1/m, donde E es la eficiencia y m es la pendiente 
de la curva estándar, el porcentaje de eficiencia es 
obtenido mediante la fórmula %E = (E-1)*100. Los 
valores de concentración se obtuvieron mediante la 
extrapolación de los valores de amplificación (Cq) 
con la correspondiente curva estándar. 

Se utilizó el kit SsoFast EvaGreen Supermix 
(Bio-Rad, Foster City, CA, EE. UU.) en un termo-
ciclador de PCR en tiempo real CFX96TM (Bio-
Rad). La reacción de qPCR consistió en 1 µL de 
H2O, 100 μM de cada oligonucleótido, 5 µL de 
EvaGreen supermix, y 2 µL de DNA molde (20 ng 
µL-1). El programa de amplificación fue el siguien-
te: desnaturalización inicial 95 ºC por 30 s, seguido 
de 40 ciclos (95 ºC por 5 s y 58 ºC por 10 s). El 
programa de la curva de disociación fue de 60 a 95 
ºC con un rango de aumento de temperatura de 0.5 

nes de invernadero a una temperatura que osciló 
de los 25 a los 30 °C. Se colectó tejido vegetal y se 
fotodocumentaron los síntomas de todas las plan-
tas a los 14, 28, 42, 56 y 70 días posteriores a la 
inoculación (dpi). El registro fotográfico de sínto-
mas se realizó cada 14 días (14, 28, 42, 56 y 70 
dpi). El tejido vegetal colectado se criopreservó 
con nitrógeno líquido para la posterior extracción 
de ácidos nucleicos. Para determinar el porcentaje 
de incidencia y seleccionar las plantas portadoras 
de la bacteria se realizó un análisis de PCR a los 42 
dpi (etapa sintomática) usando los iniciadores OA2 
y OI2c. Solo las plantas CLso-PCR positivas se in-
cluyeron en la dinámica del proceso infeccioso de 
CLso en plantas de jitomate. Para la cuantificación 
de la bacteria por qPCR se usaron los oligonucleó-
tidos CLsoF y CLsoR diseñados en este estudio 
(Cuadro 1). Se realizó una gráfica de dispersión y 
un análisis ANOVA con un valor de significancia 
de α=0.05 en Excel. 

Cuantificación absoluta de CLso por qPCR. Se 
realizaron curvas estándar con ADN plasmídico 
conteniendo el amplicon bacteriano OA2-OI2C de 

Cuadro 1.  Listado de iniciadores, secuencia, tamaño de amplicón y referencia.

Nombre Secuencia Amplicón Referencia

OA2 GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGCA 1160 pb Li et al.,  2007OI2c GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT
CLso-F GTAAAGGCCTACCAAGGCTACG 165 pb Este estudioCLso-R CCTAAGGCCTTCTTCACTCACG

tomPR1-F CCGTGCAATTGTGGGTGTC 100 pb Casteel et al.,  2012tomPR1-R GAGTTGCGCCAGACTACTTGAGT
EF-1F GATTGGTGGTATTGGAACTGTC 150 pb Rotenberg et al.,  2006EF-1R AGCTTCGTGGTGCATCTC

miR160 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAG
GTATTCGCACTGGATACGACTGGCAT 55 pb Este estudio

miR160-R GCGGCGGTGCCTGGCTCCCTGT

miR393 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG
TATTCGCACTGGATACGACGGATCA 56 pb Este estudio

miRNA393-R GCGGCGGTCCAAAGGGATCGCAT
Universal stem-loop RT GTGCAGGGTCCGAGGT NA Varkonyi-Gasic et al.,  2007



5

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY

Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

HLB de los cítricos: El Patógeno, Epidemiología y Manejo, Noviembre 2022

ºC por segundo y una cuantificación continua de 
fluorescencia. El análisis se realizó con dos réplicas 
técnicas y cinco réplicas biológicas. Los valores de 
la cuantificación del título del patógeno se repre-
sentaron como número de células bacterianas por 
cada 100 nanogramos de DNA vegetal. 

Cuantificación del gen PR-P1 en plantas de ji-
tomate infectadas con CLso. Para evaluar los ni-
veles de regulación genética en plantas de jitomate 
infectadas con CLso se seleccionó un gen marcador 
de defensa, Phatogenesis-related protein-P1 (PR-
P1) relacionado con la producción de ácido salicíli-
co. Se analizaron cinco plantas sanas y cinco enfer-
mas en etapa temprana (14 dpi) y etapa tardía (56 
dpi) de la infección. Para el análisis de RT-qPCR se 
partió de 1000 ng ARN total extraído con el proto-
colo estándar del reactivo Trizol® (Thermo-Scien-
tific), el cual se trató con DNAsa I (New England 
Biolabs, Beverly, MA) a 37 °C durante 30 minutos, 
inactivando la reacción a 85 °C por 10 min. Las 
muestras de ARN se transcribieron inversamente 
en cADN utilizando M-MLV Reverse Transcripta-
se (Invitrogen). 

Los reactivos y condiciones de amplificación 
fueron las mismas a las previemente descritas em-
pleando 2 µL de cADN por reacción. Se usaron 
los iniciadores tomPR1-F/tomPR1-R para cuanti-
ficar el gen PR1 (Casteel et al., 2012) y el gen EF-
1α (Elongation factor 1 alpha) (Rotenberg et al., 
2006) para normalizar los niveles de transcripción 
(Cuadro 1). La expresión relativa se determinó me-
diante el método 2−ΔΔCt (Livak y Schmittgen, 2001). 
Todas las reacciones se analizaron utilizando dos 
réplicas técnicas. Los datos se analizaron mediante 
un análisis ANOVA de un solo factor con un valor 
de significancia de α=0.05.

Cuantificación de miRNAs en los patosistemas 
jitomate-CLso y limón-CLas. Se realizó un aná-

lisis comparativo de la respuesta transcripcional 
de los genes marcadores de defensa antibacteriana, 
miR160 y miR393 a los 14, 28 y 56 dpi en plantas 
de jitomate inoculadas con CLso y a los 56 y 112 
dpi en plantas de limón inoculados con CLas. Se 
seleccionaron miRNAs involucrados en mecanis-
mos de defensa antibacteriana de plantas y asocia-
dos a la respuesta de limón a la infección por Can-
didatus Liberibacter asiaticus (Bojórquez-Orozco, 
2021). Los miR160 y miR393 están involucrados 
en la señalización de auxinas, un proceso descri-
to como mecanismo de defensa en etapas iniciales 
de infección frente a diversos patógenos, especial-
mente contra bacterias en diferentes especies vege-
tales (Chen et al., 2014; Liu et al., 2017; Islam et 
al., 2018). 

Para el diseño de iniciadores, se realizó un aná-
lisis comparativo de las secuencias de miRNAs 
reportados de Solanum lycopersicum, Citrus si-
nensis y Arabidopsis thaliana, descargados de la 
base de datos http://www.mirbase.org/. En limón 
mexicano, se obtuvieron las secuencias de miR160 
y miR393 en un previo trabajo (Bojórquez-Orozco, 
2021). Posteriormente se llevó a cabo el diseño de 
iniciadores específicos para la cuantificación de los 
miRNAs (Cuadro 1) de acuerdo a la metodología 
propuesta por Varkonyi-Gasic et al. (2007) utili-
zando el software Primer Select (DNASTAR La-
sergene, Madison, WI, EE. UU.).

Para la cuantificación de los miRNAs del pato-
sistema CLso-jitomate se utilizó el tejido colecta-
do y criopreservado de cinco plantas sanas y cinco 
infectadas con CLso de tres tiempos de muestreo 
(14, 28 y 56 dpi), consideradas etapas tempranas 
y tardía en la cinética de infección. Mientras que 
en el patosistema CLas-limón, se empleó tejido 
criopreservado de un estudio previo (Arce-Leal 
et al., 2020). A partir de tejido de limón mexicano 
(C. aurantifolia) previamente inoculado con CLas 
se realizó la cuantificación de la expresión de los 
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la relación de expresión entre la muestra inoculada 
con la bacteria frente a la muestra control (planta 
sana). Todas las reacciones de qPCR se analizaron 
usando dos réplicas técnicas. Los datos se analiza-
ron mediante un análisis ANOVA de un solo factor 
con un valor de significancia de α=0.05.

RESULTADOS

Fuente de inóculo. Un total de 25 tubérculos de 
papa (var. Citlatli) se brotaron y el desarrollo de 
las plantas se documentó. Cuatro de las 25 plantas 
desarrollaron síntomas típicos de la enfermedad de 
“Zebra Chip”, que incluyen proliferación de brotes 
axilares, amarillamiento, clorosis, tubérculos aé-
reos, acortamiento de entrenudos y hojas de colora-
ción morada-roja “punta morada” (Figura 1A). El 
ADN total proveniente de las 25 plantas se utilizó 
como molde para la detección molecular de CLso 

miRNAs a las 56 y 112 dpi, con cinco réplicas bio-
lógicas cada uno y usando como control tejido las 
correspondientes plantas sanas colectadas en los 
mismos puntos de muestreo (56 y 112 dpi). 

El ARN total se extrajo de manera individual de 
cada una de las plantas con el reactivo Trizol (Ther-
mo-Fisher) y posteriormente se trataron con DNasa 
I (New England Biolabs, Beverly, MA), siguiendo 
las instrucciones del fabricante. La transcripción 
inversa de miRNA stem-loop se realizó de acuerdo 
con lo descrito por Varkonyi-Gasic et al. (2007), 
utilizando 500 ng de muestra de ARN total y la en-
zima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). 

El análisis cuantitativo qPCR se realizó utilizan-
do SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad, Foster 
City, CA, EE. UU.) de acuerdo al protocolo ante-
riormente descrito. Los niveles de expresión de los 
miRNAs se obtuvieron mediante el método 2−ΔΔCt 
(Livak and Schmittgen, 2001). El valor de cambio 
de expersión “Fold Change”, se obtuvo a partir de 

Figura 1. Caracterización de la fuente de inóculo de CLso proveniente de tubérculos de papa de la variedad Citlali. Panel A, 
sintomatología observada en plantas PCR-positivas a CLso. Panel B, detección de CLso por PCR con los oligonucleóti-
dos OA2/OI2C (1160pb) en plantas de papa. MT marcador de peso molecular; (-), control negativo de PCR; (+), control 
positivo de PCR en forma de DNA plasmídico; 1-25, plantas provenientes de tubérculos sintomáticos a “Zebra Chip”. 
El tamaño del amplicón esperado es indicado. Panel C, Relación filogenética del aislado de CLso Citlali-21 con aislados 
previamente reportados, basado en secuencias parciales del DNA ribosomal16S. La reconstrucción filogenética se realizó 
mediante el método Neighbor-Joining (Bootstrap valores de arranque 1000) usando el modelo Tamura-Nei en el software 
MEGA X.
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por PCR, resultando positivas las muestras 13, 17, 
21 y 24 (Figura 1B). La identidad de CLso aislado 
Citlali-21 se confirmó por secuenciación, encon-
trándose un porcentaje de similitud del 99% con el 
aislado de CLso YARL1 (Número de accesión en 
el GenBank: KU588194.1). El análisis filogenéti-
co del aislado CLso Citlali-21 y diferentes aislados 
pertenecientes a distintos haplotipos depositados 
en las bases de datos mostró que pertenece al ha-
plotipo B (Figura 1C).

Para confirmar la viabilidad de la fuente de inó-
culo, se utilizó tejido de la planta original infecta-
da para transmitir la bacteria por injerto a plantas 
de papa, observándose nuevamente los síntomas 
asociados al “Zebra Chip” desde los 24 dpi, ob-
servándose a las plantas muy débiles y con rápida 
senescencia alrededor de los 40 dpi (Figura 2A). A 
nivel molecular, se detectó CLso por PCR en dos 
de tres submuestras de tres plantas analizadas a los 
24 dpi (Figura 2B), confirmándose así la correla-
ción entre los síntomas observados y la presencia 
del patógeno. 

Patosistema jitomate-CLso. 27 de las 37 plantas 
inoculadas por injerto en plantas de jitomate se de-
tectó por PCR a CLso desde los 14 dpi, a pesar de 
que ninguna de las plantas presentó síntomas (datos 
no mostrados). Los primeros síntomas se presenta-
ron a los 28 dpi (Figura 3). 

Dinámica del proceso infeccioso de CLso en 
jitomate. Para determinar la dinámica del proce-
so infeccioso en el patosistema jitomate-CLso se 
cuantificó la bacteria por qPCR a los 14, 28, 42, 
56 y 70 dpi de todas las plantas identificadas como 
positivas por PCR (27/37). El título bacteriano se 
determinó de manera absoluta mediante una curva 
estándar construida con concentraciones seriales 
(1,00E+02 a 1,003+E08 moléculas) del amplicón 
de 1160 pb de gen 16S rRNA de CLso. Este ensayo 

consistió en 27 réplicas biológicas (plantas CLso 
PCR positivas) y 10 controles negativos, con dos 
réplicas técnicas en todos los casos, obteniendo una 
eficiencia del 94%, R2=0.999 y la ecuación de la 
curva de y=-3.5082x+37.667. 

Durante el desarrollo del proceso infectivo de 
CLso en jitomate se observó un título bacteriano 
(t) (indicando la desviación estándar, σ) ascendente 
con respecto al tiempo de muestreo y presencia de 
síntomas (Figuras 3 y 4A). A los 14 dpi se obtuvo 
un promedio de 1.21E+03 células (σ ± 8.88E+02), 
a los 28 dpi 9.53E+03 células (σ ± 9.83E+03), a 
los 46 dpi 1.36E+04 (σ ± 9.36E+03), a los 56 dpi 
1.74E+05 (σ ± 1.24E+05) y finalmente a los 70 
dpi 2.08E+05 (σ ± 1.43E+05). El análisis ANOVA 
arrojó un valor de P = 0.001, siendo menor al valor 
de α=0.05, lo que sugiere que las diferencias entre 
algunas de las medias son estadísticamente diferen-
tes separándolos en dos grupos mediante una prue-
ba de Tukey con el 95% de confianza, grupo A (14, 
28 y 42 dpi) y grupo B (56 y 70 dpi) (Figura 4A). 
Considerando los resultados de qPCR y los sínto-
mas observados, se estimó que la etapa temprana 
del desarrollo de la enfermedad fue a los 14 dpi, 
etapa intermedia a los 28 y 42 dpi y tardía a los 56 
y 70 dpi.

Expresión del gen marcador de defensa PR-P1. 
Para validar a nivel molecular la repuesta del ji-
tomate a la infección por CLso, en este estudio se 
determinó la expresión del gen marcador de defen-
sa, Phatogenesis-related protein P1 (PR-P1) rela-
cionado con la producción de ácido salicílico en la 
etapa temprana (14 dpi) y etapa tardía (56 dpi) de 
la infección de CLso en jitomate por PCR cuantita-
tiva. Los resultados obtenidos muestran que el gen 
PR-P1 presentó una inducción exponencial signifi-
cativa de ~20 veces mayor con relación al control a 
los 56 dpi (Figura 4B).
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 Figura 2. Transmisión de CLso a plantas de papa. Para confirmar la viabilidad de la fuente de inóculo, CLso fue inoculado por 
injerto a plantas de papa variedad 302285.27 libre de patógenos (proveniente de cultivo in vitro). Panel A, sintomatología 
observada en las plantas de papa (tres plantas independientes en diferentes puntos del proceso infectivo (16, 24, 32 y 40 
dpi). Panel B, detección por PCR con los oligonucleótidos OA2/OI2C (1160pb) en plantas de papa inoculadas a los 16 
y 24 dpi. MT marcador de peso molecular; (-), control negativo de PCR (coctel sin molde); (+), control positivo de PCR 
en forma de DNA plasmídico; 1A, 1B, 1C, submuestras de Planta 1; 2A, 2B, 2C, submuestras de Planta 2; 3A, 3B, 3C, 
submuestras de Planta  3. El tamaño del amplicón esperado es indicado.
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 Figura 3. Implementación del patosistema jitomate-CLso. En la figura se muestra la sintomatología asociada a CLso en plantas 
de jitomate durante 70 días posteriores a la inoculación y sus respectivos controles sanos en cada tiempo de muestreo (14, 
28, 42, 56 y 70 dpi).
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tiempos de muestreo analizados, observándose la 
mayor inducción en la etapa temprana (asintomáti-
ca) del desarrollo de la enfermedad, a los 14 dpi. En 
el patosistema limón-CLas, los niveles de expre-
sión de miRNA160 y miR393 aumentaron signifi-
cativamente (P<0.05) tanto a los 56 dpi (etapa asin-

Expresión diferencial de miRNAs en los patosis-
temas jitomate-CLso y limón-CLas. Los resulta-
dos mostraron una inducción diferencial asociada 
a la infección en ambos casos. Para el patosistema 
jitomate-CLso se observó que ambos miRNAs pre-
sentaron una inducción de la expresión en los tres 
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Figura 4. Dinámica del proceso infeccioso de CLso en plantas de jitomate y respuesta transcripcional de genes de defensa. 
Panel A, cuantificación CLso por PCR en tiempo real a los 14, 28, 42, 56 y 70 dpi. El título bacteriano fue determinado de 
manera absoluta mediante una curva estándar construida con concentraciones seriales de DNA plasmídico que contiene el 
fragmento de 1160 pb de gen 16S rRNA de CLso. Las letras sobre las barras indican grupos con diferencias estadistica-
mente siegnificativas. Panel B, cuantificación del gen Phatogenesis-related protein P1 (PR-P1) en la etapa temprana (14 
dpi) y etapa tardía (56 dpi) del proceso infectivo. El asterisco * marca diferencias significativas. Páneles C y D, cuantifi-
cación de miR160 y miR393 de modo comparativo en plantas de jitomate infectadas con CLso y de limón infectadas con 
CLas en etapas tempranas y tardías de la infección en cada sistema. Las barras representan los cocientes de incremento 
de expresión en cada tratamiento contra su respectivo control, los asteriscos representan diferencias significativas con un 
valor de significancia de α =0.05.



11

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY

Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

HLB de los cítricos: El Patógeno, Epidemiología y Manejo, Noviembre 2022

tomática) como a los 112 dpi (etapa sintomática) en 
comparación con plantas sanas (Figura 4 C y D).

DISCUSIÓN

En el proceso de la elucidación de los mecanis-
mos moleculares que gobiernan las interacciones 
planta-patógeno, uno de los principales cuellos de 
botella es el contar con modelos experimentales 
adecuados que permitan abordar de modo integral 
(bioquímico, genético y genómico) el mayor núme-
ro posible de preguntas biológicas. En el caso de la 
interacción planta-bacteria, sistemas experimenta-
les que incluyen bacterias cultivables de los géne-
ros Pseudomonas y Agrobacterium usando princi-
palmente como hospedador artificial a Arabidopsis 
thaliana, han permitido generar un amplio conoci-
miento de los mecanismos de defensa y de la pato-
génesis, siendo estos muchas veces extrapolables 
a patosistemas naturales de importancia agrícola 
(Yin et al., 2019). Por otro lado, recientemente las 
aproximaciones masivas denominadas “omicas” 
han acelerado y profundizado el conocimiento de 
la interacción planta-bacteria en los sistemas antes 
mencionados; sin embargo, en el caso de sistemas 
no modelo dichos estudios se ven limitados. En 
este sentido, las a-proteo bacterias no cultivables 
restringidas al floema del género Candidatus Li-
beribacter han cobrado una alta importancia en el 
mundo debido al alto impacto que causan en dis-
tintos cultivos de interés agrícola (Haapalainen, 
2014). De modo específico, CLso asociado a la 
enfermedad “Zebra Chip” en papa (Munyaneza et 
al., 2012) y otras hortalizas incluyendo el jitomate 
(Liefting et al., 2009); y Candidatus Liberibacter 
asiaticus (CLas) asociado al huanglongbing (HLB) 
de los cítricos (Bové, 2006) destacan como los 
agentes causales que demandan una urgente gene-
ración de modelos para su estudio y potencial gene-

ración de estrategias de manejo. CLso y CLas están 
asociadas a enfermedades en plantas de naturaleza 
diferente, siendo en el caso del HLB causado por 
CLas en cítricos, de difícil manejo experimental 
debido al tamaño de los árboles, aunado a exten-
sos tiempos de desarrollo de la enfermedad y la 
limitada disponibilidad de herramientas genéticas 
y moleculares para su estudio. Caso contrario de 
CLas en papa y jitomate, donde es posible infectar 
y manejar una gran cantidad de plantas a la vez, au-
nado que en el caso particular del jitomate existen 
diversas herramientas genómicas (genoma, trans-
criptoma, epigenoma) y moleculares (vectores de 
transformación y para genética directa y reversa) 
disponibles en ttps://solgenomics.net/. 

Adicionalmente, de modo interesante, ambas 
bacterias (CLso y CLas) comparten una alta simi-
litud y concordancia sintética a nivel de su genoma 
básico: 867 proteínas conservadas y 531 proteínas 
con un porcentaje de similitud > 70 % (Lin et al., 
2011), lo cual sugiere que ambos patosistemas pue-
den ser comparativos y extrapolables en diversos 
procesos y rutas genéticas y metabólicas.  

De acuerdo con lo anterior, en este proyecto se 
implementó un modelo para el estudio de bacterias 
del género Candidatus Liberibacter, usando jitoma-
te-CLso como modelo experimental. Inicialmente, 
se analizó a nivel fenotípico un total de 25 plantas 
de papa provenientes de tubérculos independientes 
presuntamente infectados con CLso, lográndose 
identificar los síntomas del “Zebra chip” en algunas 
de ellas. La asociación fenotípica de la enfermedad 
con el agente causal se validó a nivel molecular me-
diante PCR, secuenciación, y análisis filogenético, 
confirmando la presencia de CLso específicamente 
perteneciente al haplotipo B. Estos resultados con-
cuerdan con reportes previos que identificaron al 
haplotipo B de CLso como el predominante en los 
campos comerciales de papa en Estados Unidos y 
México (Munyaneza, 2012). Posteriormente, para 
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evaluar la viabilidad de la fuente de inóculo, la 
planta con el aislado denominado CLso Citlali-21 
se utilizó para ensayos de transmisión por injerto a 
plantas de papa, resultando en un 100 % de transmi-
sión, corroborado fenotípica y molecularmente por 
PCR. Una vez determinada la viabilidad de la fuen-
te de inóculo CLso Citlali-21 se realizó un ensayo 
curso temporal de infección de plantas de jitomate 
inoculadas con yemas provenientes de papas CLso 
positivas. El jitomate se seleccionó como modelo 
de estudio por la disponibilidad de herramientas 
biotecnológicas antes mencionadas, aunado a que 
la viabilidad de injerto entre papa y jitomate ha sido 
previamente demostrada (Peres et al., 2005). Un 
total de 37 plantas de jitomate fueron inoculadas y 
la eficiencia de infección se evaluó por PCR punto 
final, resultando en un 75 % (27/37) de eficiencia 
de transmisión. El desarrollo de la enfermedad se 
documentó fotográficamente en las plantas CLso 
positivas a los 14, 28, 42, 56, y 70 dpi, resultando 
en una progresión de la sintomatología proporcio-
nal al tiempo, lográndose diferenciar tres etapas 
principales: 1) Etapa temprana con sintomatología 
ligera (14 y 28 dpi), 2) etapa intermedia con sínto-
mas moderados (42 y 56 dpi), y 3) etapa tardía con 
sintomatología severa (70 dpi). Adicionalmente, el 
título de CLso se determinó por qPCR, encontrán-
dose que existe una correlación entre la intensidad 
de los síntomas y la carga bacteriana. Esta observa-
ción concuerda con distintos sistemas de interac-
ción planta-patógeno donde dicho fenómeno está 
ampliamente descrito, incluyendo el patosistema 
limón-CLso (Arce-Leal et al., 2020). Estos resul-
tados, muestran que el patosistema jitomate-CLso 
presenta etapas de infección perfectamente diferen-
ciables, y cargas bacterianas homogéneas de modo 
similar al patosistema limón-CLso, posicionándolo 
como un buen modelo biológico para estudios in-
tra e inter específicos. Posteriormente, para validar 

a nivel molecular la respuesta del jitomate ante la 
infección de CLso se determinó la respuesta a nivel 
transcripcional del gen marcador PR-P1 de jitoma-
te, el cual está involucrado en la señalización por 
ácido salicílico en respuesta a patógenos, incluidas 
las bacterias (Casteel et al., 2012); obteniéndose 
una inducción significativa a los 56 dpi en plantas 
infectadas con CLso comparadas con los controles 
de plantas sanas. Este resultado demuestra que una 
vez establecida la infección y los síntomas de la 
enfermedad se han presentado, la planta genera las 
respuestas defensivas esperadas. 

Finalmente, para ahondar en la posibilidad de 
usar el patosistema jitomate-CLas de modo extra-
polable al patosistema limón-CLas, se realizó un 
ensayo comparativo de la respuesta transcripcional 
de dos genes marcadores de defensa antibacteriana 
que incluyen a los micro RNAs miR160 y miR393. 
Ambos micro RNAs son reguladores negativos del 
metabolismo de auxinas, y en el caso de Pseudo-
monas y Agrobacterium ha sido demostrado que su 
inducción está molecularmente relacionada con la 
respuesta antibacteriana por parte de la planta hos-
pedadora (Peláez y Sánchez 2013). Los niveles de 
miR160 y miR393 se determinaron en etapas tem-
prana y tardía de la infección, tanto en plantas de 
jitomate infectadas con CLso como en plantas de 
limón infectadas con CLas, tomando en cuenta que 
por la naturaleza de las plantas hospedadoras para 
el caso de jitomate 14, y 28 dpi se consideran eta-
pas tempranas y 56 dpi etapa tardía, mientras que 
para limón 56 dpi es etapa temprana y 112 dpi eta-
pa tardía. Los resultados demuestran que en ambos 
sistemas existe un incremento de expresión esta-
dísticamente significativo de ambos miRNAs tanto 
en etapas tempranas como tardías y que presentan 
comportamientos de respuesta similares entre am-
bos sistemas. 
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos del análisis fenotípico, 
desarrollo de síntomas, carga bacteriana y respues-
ta defensiva a nivel transcriptómico, demuestran 
que el patosistema jitomate-CLso representa un 
atractivo modelo de interacción planta-bacteria y 
que los resultados obtenidos pueden ser extrapola-
bles a sistemas más complejos como limón-CLas, 
dejando así las bases y herramientas para estudios 
posteriores que permitan generar estrategias de 
control de enfermedades devastadoras actualmente 
causadas por bacterias del género Candidatus Li-
beribacter. 
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