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Resumen. La producción de limón persa (LP) 
es importante para el estado de Veracruz, México. 
Sin embargo, se ve afectada por el Huanglongbing 
(HLB), causada por Candidatus Liberibacter asia-
ticus (CLas), un patógeno biotrófico obligado. LP 
presenta un cierto nivel de tolerancia al HLB, por 
tanto, resulta relevante estudiar su respuesta de de-
fensa mediada por ácido salicílico (SA). Tres genes 
con capacidad de participar en la ruta de respuesta 
por SA, conocidos como NtSABP, han sido iden-
tificados en Nicotiana tabacum; sin embargo, se 

desconoce la presencia y actividad de dichos ge-
nes en LP en respuesta al HLB. En este trabajo se 
identificaron proteínas homólogas tipo SABP en el 
transcriptoma de LP y se determinó su grado de ex-
presión diferencial durante la infección con CLas. 
Se realizó un tBLASTn en el transcriptoma de LP 
usando como modelo secuencias de las proteínas 
SABP de cinco diferentes especies, incluyendo N. 
tabacum. Se reconstruyó y comparó el modelo 3D 
de las proteínas SABP de N. tabacum y C. latifo-
lia. Con los análisis de tBLASTn, la reconstrucción 
filogenética y la estructura tridimensional se logró 
identificar el homólogo directo de cada gen NtSABP 
en LP. Interesantemente, los genes ClSABP1, Cl-
SABP2 y ClSABP3 mostraron represión en plantas 
infectadas con CLas. En LP hay al menos un homó-
logo para cada gen NtSABP. Durante la infección 
por CLas, estos genes se encuentran ligeramente 
reprimidos.

Palabras clave: Limón persa, Huanglongbing, 
Respuesta molecular. 
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El limón persa (Citrus latifolia) es uno de los cí-
tricos de mayor importancia económica en México, 
especialmente para el estado de Veracruz, el cual es 
el principal exportador de este fruto a nivel interna-
cional (Fernández-Lambert et al., 2015). Sin em-
bargo, en años recientes se ha reportado la presen-
cia de la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus 
(CLas), como agente causal del HLB en las princi-
pales zonas productoras de limón persa en Veracruz 
(Rodríguez-Quibrera y Mendoza-Herrera, 2014; 
Rodríguez-Quibrera et al., 2019). Esto resulta de 
gran importancia, debido a que la enfermedad es 
considerada la más destructiva para la citricultura 
mundial (Mora-Aguilera et al., 2014). 

Se ha documentado que las diferentes especies 
de cítricos tienen una respuesta diferencial ante la 
infección con CLas. Por ejemplo, las especies de 
cítricos ácidos, como el limón mexicano (Citrus 
aurantifolia), presentan un mayor nivel de tole-
rancia al HLB respecto a aquellos considerados 
dulces, como la naranja, la mandarina o la toronja 
(McCollum et al., 2016; Alves et al., 2021). Evi-
dencia empírica sugiere que el nivel de tolerancia 
que el limón persa muestra ante la infección por 
CLas también es mayor que en las especies de cí-
tricos dulces, sin embargo, algunas afectaciones fi-
siológicas como la acumulación de almidón y baja 
concentración de clorofila total siguen ocurriendo 
(Flores-de la Rosa et al., 2021). Por lo anterior, re-
sulta muy importante comprender la respuesta mo-
lecular del limón persa ante la infección. 

La principal ruta de defensa que las plantas tie-
nen ante organismos biotróficos, tal como CLas, es 
la mediada por ácido salicílico (SA) (Gao et al., 
2015). Esta ruta activa numerosas respuestas mo-
leculares en la planta, la mayoría de ellas como 
resultado de la sobreexpresión del gen NPR1 (No-
nexpressor of Pathogenesis-related protein 1) (Bac-
ker et al., 2019). El SA interactúa directamente con 
NPR1 al modificar el potencial redox en el citoplas-

ma, lo que ocasiona la monomerización de NPR1 y 
su posterior ingreso al núcleo celular (Zhang et al., 
2019) y también uniéndose directamente a NPR1 
(Wu et al., 2012). Para la infección de CLas en cí-
tricos, se ha determinado que la señalización por 
SA es interrumpida por ese patógeno, debido a la 
presencia de una enzima salicilato hidroxilasa fun-
cional que limita la movilización del SA al metabo-
lizarlo y suprimir las defensas de la planta (Li et al., 
2017). Por otro lado, se ha observado que la apli-
cación exógena de concentraciones altas de SA en 
cítricos enfermos de HLB coadyuva a que la planta 
mantenga las respuestas de defensa y la expresión 
de genes antioxidantes durante la infección (Flores-
de la Rosa et al., 2021; Li et al., 2021). Asimismo, 
se ha reportado que la inserción y la sobreexpresión 
del gen AtNPR1 en cítricos susceptibles genera un 
mayor grado de tolerancia al HLB en comparación 
a genotipos silvestres (Dutt et al., 2015; Qiu et al., 
2020), lo que sugiere el papel fundamental del SA 
en respuesta a la tolerancia contra el HLB. 

A pesar de su papel importante en la respuesta 
al estrés biótico, plantas mutantes ΔNPR1 siguen 
presentando reacciones de defensa mediadas por 
SA, lo que indica que NPR1 y sus parálogos no 
son los únicos genes relacionados con la unión al 
SA (Backer et al., 2019; Pokotylo et al., 2019). En 
tabaco (Nicotiana tabacum), se han identificado, 
purificado y caracterizado al menos tres proteínas 
de unión al SA (SABP), con diferentes niveles de 
afinidad a esa fitohormona y con actividad durante 
la respuesta ante patógenos biotróficos (Pokotylo et 
al., 2019). Asimismo, se han determinado homólo-
gos a los genes NtSABP1, NtSABP2 y NtSABP3 en 
otras plantas como Arabidopsis thaliana (Manohar 
et al., 2015; Pokotylo et al., 2019), sin embargo, a 
la fecha no existen reportes de genes homólogos en 
limón persa, ni de su participación durante la infec-
ción con CLas. Por lo tanto, el objetivo del presente 
estudio fue identificar la presencia de homólogos a 
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las proteínas de unión al ácido salicílico (SABP) 
en el transcriptoma de limón persa y determinar su 
expresión relativa durante la infección con CLas.   

MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención de material biológico, generación y 
secuenciación del transcriptoma. El material uti-
lizado en este estudio se obtuvo de una plantación 
de limón persa comercial de cinco años de edad, 
infectada naturalmente con CLas. Se identificaron 
hojas en etapa de madurez fisiológica V6 de acuer-
do con la escala de Ribeiro et al. (2021), las cuales 
presentaban síntomas característicos de HLB. Asi-
mismo, se localizaron árboles sin síntomas aparen-
tes de la enfermedad. Las muestras se obtuvieron 
en campo e inmediatamente almacenadas en nitró-
geno líquido y posteriormente maceradas, tras lo 
cual se dividió la hoja para extracción de ADN y 
ARN. Para confirmar si las muestras de los árbo-
les presentaban al patógeno se extrajo ADN con el 
método CTAB (Rodríguez-Quibrera et al., 2019) y 
la detección de CLas se realizó mediante el proto-
colo de PCR anidada descrito por Lin et al. (2010). 
Además, se corroboró la homogeneidad genética 
del patógeno mediante cinco regiones microsaté-
lites (datos no mostrados). La descripción de la 
secuenciación, ensamblado y análisis general del 
transcriptoma se resumen en Estrella-Maldonado 
et al. (en preparación).  

Aislamiento de secuencias de los genes SABP1, 
SABP2 y SABP3 a partir de las especies de re-
ferencia. Usando como modelo las secuencias de 
las proteínas SABP1, SABP2 y SABP3 de Nico-
tiana tabacum, se procedió a realizar un análisis 
tBLASTn contra las bases de datos de proteínas de 
Arabidopsis thaliana, Marchantia polymorpha y 
Citrus sinensis, obtenidas de la base de datos del 
NCBI. Con las secuencias de aminoácidos de las 

cuatro especies, se construyó un archivo por cada 
gen y se hizo un análisis tBLASTn contra el trans-
criptoma de limón persa ensamblado. Todas las 
secuencias de transcritos identificados en el trans-
criptoma para cada proteína fueron identificadas y 
utilizadas para los análisis posteriores. Asimismo, 
se determinó el porcentaje de similitud entre cada 
secuencia proteica SABP con las secuencias de 
N. tabacum mediante el software MEGA7 (http://
www.megasoftware.net/) (Kumar et al., 2016).

Alineamiento, filogenia y estructura tridimen-
sional de las proteínas SABP de limón persa. 
Una vez recuperados los transcritos del transcrip-
toma ensamblado, se realizó la búsqueda de los 
marcos de lectura abierto (ORF), de los cuales se 
utilizó el más grande disponible y fue traducido a 
proteínas mediante las herramientas disponibles en 
el servidor del NCBI. Posteriormente, se hizo el ali-
neamiento para cada proteína de las cinco especies, 
usando el algoritmo Clustal W con las opciones es-
tablecidas por default. Posteriormente, se efectuó 
una reconstrucción filogenética mediante Máxima 
Parsimonia (1000 bootstrap), tanto el alineamien-
to como el análisis filogenético fue ejecutado en el 
software MEGA7 (http://www.megasoftware.net/) 
(Kumar et al., 2016). La secuencia de aminoácidos 
de cada proteína SABP de N. tabacum y C. latifolia 
fue utilizada para construir un modelo 3D de la es-
tructura proteica, para lo cual se empleó el software 
Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/
page.cgi?id=index) y el resultado fue visualizado 
en el servidor de EzMol (http://www.sbg.bio.ic.ac.
uk/ezmol/). 

RESULTADOS 

Aislamiento de secuencias y filogenia de SABP. 
A partir de las secuencias de las proteínas SABP de 
N. tabacum, se identificaron diferentes secuencias 
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homólogas de las especies M. polymorpha, A. tha-
liana y C. sinensis. Con estas secuencias se realizó 
un tBLASTn contra el transcriptoma ensamblado 
de limón persa, del cual se identificaron transcritos 
potencialmente homólogos a los genes NtSABP. 
Las secuencias utilizadas por cada gen para cada 
especie y los transcritos recuperados en el trans-
criptoma de limón persa se resumen en el Cuadro 1. 

Con base en la reconstrucción filogenética, se 
determinó la relación de homología de los genes 
SABP entre los transcritos de limón persa y las 

identificadas en las demás especies evaluadas. Con 
respecto al gen NtSABP1 se precisó que el transcri-
to DN42_c0_g2_i4 es el homólogo correspondien-
te, por lo cual fue nombrado como ClSABP1 (Figu-
ra 1). Para el gen NtSABP2, resultó que el transcrito 
DN10091_c0_g2_i1 es el homólogo directo, por lo 
cual fue nombrado como ClSABP2 (Figura 2).  Por 
último, para el gen NtSABP3, se concluyó que el 
homólogo es el transcrito DN3559_c0_g1_i1, aho-
ra nombrado como ClSABP3 (Figura 3). La secuen-
cia de los transcritos fue depositada en el Genbank 

Cuadro 1. Porcentaje de identidad entre secuencias de aminoácidos SABP de N. tabacum y secuencias homólogas identifi-
cadas en cinco diferentes especies. Se señala con un asterisco la secuencia obtenida de Citrus latifolia con mayor 
porcentaje de identidad con las secuencias de N. tabacum. 

Especies N. tabacum N. tabacum N. tabacum

SABP1
homólogos

SABP1
Catalasa

SABP2
homólogos

SABP2
MeSA esterase

SABP3
Homólogos

SABP3
β-Carbonic 
anhydrase

Arabidopsis 
thaliana

Q96528 Catalasa 1 77.73 Q8S8S9 MeSA1 56.75 P27140 β 
Carbonic anhydrase 1 73.75

P25819 Catalasa  2 78.36 O80476 MeSA2 52.51 P42737 β 
Carbonic anhydrase 2 64.85

Q42547 Catalasa 3 76.47 O80474 MeSA4 51.15
O80472 MeSA7 48.63
O23171 MeSA9 46.48

Marchantia 
polymorpha

OAE31579.1 74.16 OAE21631.1 33.98 OAE34792.1 45.61
OAE35247.1 69.95 PTQ33879.1 33.06 PTQ38106.1 44.32
PTQ30274.1 69.95
PTQ30353.1 74.16

Citrus 
sinensis

KDO85095.1 75.94 KDO79350.1 57.91 KDO66162.1 76.97
KDO85096.1 78.99 KDO79351.1 58.68 KDO66164.1 77.12

XP_006473789.1 77.10 KDO79352.1 58.68 KDO66166.1 76.97
XP_006473790.1 77.10 NP_001275858.1 58.68 KDO66167.1 76.97
XP_006473792.1 78.78 XP_006466659.1 58.30 KDO66170.1 76.89
XP_006473794.1 78.78 XP_006466663.1 59.07 XP_006470326.1 76.97

XP_006485914.1 56.92
XP_024957411.1 55.76

Citrus 
latifolia

DN42 c0 g2 i4 77.31* DN10091 c0 g2 i1 59.07* DN502 c0 g1 i2 63.92
DN42 c0 g2 i3 76.21 DN1788 c0 g1 i8 9.31 DN3559 c0 g1 i1 76.02*

DN1788 c0 g1 i1 9.69
DN1788 c0 g1 i9 9.69
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Figura 1. Filogenia basada en Máxima Parsimonia (1000 bootstraps) del resultado de tBLASTn de las secuencias homólo-

gas al gen SABP1. Las secuencias de los transcritos recuperados del transcriptoma de limón persa se resaltan en 
negritas. 

 Figura 2. Filogenia basada en Máxima Parsimonia (1000 bootstraps) del resultado de tBLASTn de las secuencias homólo-
gas al gen SABP2. Las secuencias de los transcritos recuperados del transcriptoma de limón persa se resaltan en 
negritas. 
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del NCBI con los siguientes números de accesión: 
ClSABP1 (OM719611), ClSABP2 (OM719612) y 
ClSABP3 (OM719613). 

Expresión diferencial de los genes ClSABP1, Cl-
SABP2 y ClSABP3 en el transcriptoma de limón 
persa infectado con CLas. El análisis de expre-
sión DESeq2 mostró que los genes SABP1, SABP2 
y SABP3 reprimen su expresión relativa cuando las 
plantas están infectadas por CLas; sin embargo, 
ninguno de los tres genes presenta diferencia es-
tadísticamente significativa (Figura 4). De los tres 
genes identificados, ClSABP1 y ClSABP2 causaron 
una mayor represión con valores de tasa de cambio 
(Fold Change Log2) superiores a -0.5, sin embar-
go, ClSABP3 indujo una menor represión con una 
tasa de cambio cercano a -0.3.

Análisis de estructura tridimensional de las 
proteínas ClSABP. Con base en la secuencia de 
aminoácidos traducidos se reconstruyó el modelo 
3D de cada proteína SABP para N. tabacum y C. 

 
Figura 3. Filogenia basada en Máxima Parsimonia (1000 bootstraps) del resultado de tBLASTn de las secuencias homólo-

gas al gen SABP3. Las secuencias de los transcritos recuperados del transcriptoma de limón persa se resaltan en 
negritas. 

latifolia, los resultados se resumen en la Figura 5. 
Se puede observar claramente que existe una alta 
similitud estructural entre las proteínas SABP1 y 
SABP2 de ambas especies, lo que apoya la hipóte-
sis de que los genes codificantes de las mismas son 
homólogos. Sin embargo, para la proteína SABP3, 
la semejanza estructural es menor, aunque se con-
servan la mayoría de las regiones entre ambas es-
pecies. A partir de 457 residuos de la secuencia de 
la proteína ClSABP1, ésta fue modelada con un 
100% de confianza como una catalasa, de la cual, 
38% de la secuencia formó α-hélices y el 22% in-
tegró β-láminas. Para la secuencia ClSABP2, 258 
residuos fueron modelados al 100% de confianza 
como perteneciente a la súper familia de las hi-
drolasas, con un 42% de α-hélices y el 11% for-
mó β-láminas. Por último, la secuencia ClSABP3 
fue modelada al 100% de confianza considerando 
210 residuos y asociada con la súper familia de las 
β-anhidrasas carbónicas, con 42% de α-hélices y 
20% de β-láminas. Los modelos 3D de las tres se-
cuencias proteicas se presentan en la Figura 5. 
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DISCUSIÓN 

Debido a la naturaleza sésil de las plantas, los 
mecanismos de respuesta a diferentes fuentes de 
estrés son muy complejos y recién comienzan a 
entenderse a profundidad (Zhang et al., 2022). Un 
caso especial de estos mecanismos de respuesta es 
la defensa al ataque de organismos causantes de 
enfermedades, ya que las plantas no cuentan con 
sistemas inmunes especializados como los anima-
les (Jones y Dangl, 2006). La ruta de respuesta a 
patógenos mediada por SA ha sido demostrada 
como la de mayor importancia ante la infección 
por organismos biotróficos (Yang et al., 2015), sin 
embargo, estudios recientes han revelado que esta 
ruta que activa las defensas a través del SA es mu-
cho más compleja de lo que se pensaba (Huang et 
al., 2020). Esto incluye las proteínas que tienen una 
posible interacción directa con el SA, tal como son 
las proteínas SABP (Pokotylo et al., 2019). 

Las proteínas SABP han sido identificadas en 
especies modelos como N. tabacum y A. thalia-
na (Pokotylo et al., 2019), sin embargo, poco se 

Figura 4. Expresión relativa de los genes ClSABP1, ClSABP2 y ClSABP3 en limón persa infectado con CLas en comparación 
a una planta sana. 
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conoce respecto a genes homólogos codificantes de 
estas proteínas en especies de importancia agríco-
la, como los cítricos. En el presente trabajo de in-
vestigación se identificaron homólogos a los genes 
NtSABP1, NtSABP2 y NtSABP3 en el transcriptoma 
de limón persa infectado con CLas. Los resultados 
sugieren que existe al menos un homólogo directo 
a cada gen presente en este frutal. 

El análisis filogenético y la comparación de las 
estructuras 3D sugieren que el gen nombrado en este 
trabajo como ClSABP1 tiene una alta homología 
con NtSABP1. Este gen ha sido caracterizado como 
una catalasa 2 (CAT2) en A. thaliana (Chen et al., 
1993; Klessin et al., 2018), la cual se relaciona con 
la respuesta de defensa, ya que a mayor concentra-
ción de SA se inhibe la actividad de CAT2, luego se 
incrementan los niveles de H2O2 y se detiene la sín-
tesis de ácido jasmónico y la acumulación de auxi-
nas, lo que a su vez eleva la respuesta de defensa 
contra patógenos biotróficos, mientras que aumenta 
la susceptibilidad ante necrotróficos (Yuan et al., 
2017). En nuestros resultados, se observó que el 
gen ClSABP1 mostró una represión de su expresión 
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relativa en plantas de limón persa infectadas con 
CLas, aunque dicha represión no fue significativa. 
Ésta podría ser explicada por la capacidad de meta-
bolizar el SA por parte de CLas (Li et al., 2017), lo 
cual no permite alcanzar los niveles de SA necesa-
rios para ampliar la respuesta de defensa de la plan-
ta utilizando la vía CAT2, tal como se ha observado 
en A. thaliana (Yuan et al., 2017). Sin embargo, se 
ha encontrado que durante la infección por CLas, 
los niveles de H2O2 se incrementan y la actividad 

catalasa es ligeramente reprimida en cítricos (Piti-
no et al., 2017). Por lo tanto, no es posible deter-
minar si la represión del gen CAT2 (ClSABP1) es 
dada por la supresión de CLas o por la respuesta 
de la planta mediada por SA; no obstante, el gen 
ClSABP1 podría jugar un papel primordial durante 
la infección por CLas en limón persa.  

Igualmente se observó una alta similitud estruc-
tural entre las proteínas SABP2 de N. tabacum y C. 
latifolia. Esta proteína ha sido caracterizada como 

Figura 5. Comparación estructural de los modelos 3D de las proteínas SABP identificadas en el transcriptoma de limón 
persa respecto a las reportadas en N. tabacum. 
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una metil-salicilato esterasa relacionada con la de-
fensa vegetal, debido a que convierte el metil sali-
cilato en SA (Forouhar et al., 2005). En un estudio 
reciente, la sobreexpresión de un gen codificante 
de una carboxil transferasa en C. sinensis, demos-
tró conducir a una mayor acumulación de SA y por 
tanto a la inhibición de los síntomas generados por 
CLas (Zou et al., 2021). En el presente trabajo de 
investigación se identificó al gen ClSABP2 como 
un homólogo directo al gen NtSABP2, por lo cual, 
se puede inferir con base en la homología funcio-
nal que es un gen prioritario para el incremento de 
SA en limón persa. Sin embargo, la represión de 
la expresión relativa del gen ClSABP2, sugiere que 
la infección por CLas inhibe la ruta de respuesta 
de defensa no solo mediante la metabolización del 
SA, sino también suprimiendo su biosíntesis a tra-
vés de la represión de genes como ClSABP2. Y por 
ello se necesitan más estudios para determinar el 
efecto que tiene la expresión del gen ClSABP2 so-
bre los mecanismos de defensa del limón persa ante 
la infección por CLas. 

Por último, para ClSABP3, el análisis estruc-
tural mostró regiones altamente conservadas en el 
plegamiento de la proteína, características del gen 
homólogo, aunque la secuencia proteica codifica-
da por el gen ClSABP3 no presenta una cadena 
aminoacídica en el C-terminal en NtSABP3 (Figura 
3). Esta proteína ha sido descrita como una anhi-
drasa carbónica localizada en el cloroplasto, con 
actividad antioxidante e importante en la respuesta 
hipersensible (Slaymaker et al., 2002). Se ha co-
rroborado que dicha proteína se acumula en menor 
medida como resultado de la infección por CLas en 
C. paradisi, lo que podría estar relacionado con la 
deficiencia en la capacidad fotosintética, pues par-
ticipa activamente de la fijación de CO2 (Nwugo et 
al., 2013). También se ha observado que este gen se 
reprime en cítricos susceptibles al HLB durante la 
infección (Mafra et al., 2013), lo que viene a ser de 

interés, pues en los resultados encontrados en este 
trabajo, el gen ClSABP3, si bien se ve ligeramente 
reprimido, dicha represión no es significativa res-
pecto a una planta sana, lo cual podría estar rela-
cionado con la mayor tolerancia del limón persa 
ante la infección por CLas. Además, es importante 
destacar que el gen CLIBASIA05315, presente en 
el genoma del patógeno, contiene un dominio con-
servado relacionado con las anhidrasas carbónicas 
(Flores-de la Rosa et al., 2020), el cual produce una 
proteína que se une a los cloroplastos durante la 
infección en N. benthamiana y causa muerte celu-
lar (Pitino et al., 2016). Por tanto, planteamos la 
hipótesis de que la similitud de las secuencias de 
SABP3 entre N. tabacum y C. latifolia, podría estar 
asociada a la semejanza de los síntomas observa-
bles en estas dos especies al infectarse con CLas. 

El análisis mostrado en el presente trabajo de in-
vestigación sienta las bases para profundizar en el 
estudio de la respuesta de defensa mediada por SA 
en limón persa contra el HLB, a través de los ge-
nes ClSABP, ya que, al ocurrir una represión de su 
expresión relativa durante la infección, un análisis 
funcional de los mismos podría ayudar a compren-
der por qué el limón persa muestra una respuesta de 
más tolerancia hacia el HLB en comparación con 
cítricos dulces.

CONCLUSIONES

El transcriptoma de limón persa sano e infecta-
do con Candidatus Liberibacter asiaticus contiene 
los genes ClSABP1, ClSABP2 y ClSABP3, homó-
logos a los genes NtSABP1, NtSABP2 y NtSABP3 
de Nicotiana tabacum, los cuales codifican para 
proteínas de unión a ácido salicílico.

Los genes ClSABP1, ClSABP2 y ClSABP3 se 
encuentran ligeramente reprimidos en el transcrip-
toma de plantas de limón persa enfermas de HLB.



10

Fully Bilingual
Mexican Journal of PHYTOPATHOLOGY
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

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

Las proteínas ClSABP1, ClSABP2 y ClSABP3 
comparten una alta similitud estructural con res-
pecto a NtSABP1, NtSABP2 y NtSABP3 de N. 
tabacum.
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