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Resumen. Laenfermedad Huanglongbing (HLB),
causada por la bacteria ‘Candidatus Liberibacter
asiaticus’ (CLas), afecta a la industria citricola del
mundo. Una alternativa que se ha propuesto para su
manejo ha sido la induccién de resistencia sistémi-
ca a través del uso de elicitores y de la nutricion.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de diferentes elicitores (biologicos, quimico y
de origen organico) con una fertilizacién quimi-
cay organica en la concentracion CLas presente
en arboles de limon Mexicano bajo condiciones
de invernadero. Los elicitores utilizados fueron:
Bacillus subtilis y Funneliformis mosseae (bio-
16gico); acido salicilico (quimico) y Plasmitox®,
Virus-Stop® y Blindax® (de origen organico). La
fertilizacion quimica se aplicoé trimestralmente,

mientras que la organica, asi como los elicitores, se
aplicaron mensualmente, excepto, F. mosseae que
se aplico en las raices durante el trasplante una sola
vez. A los dos afios se determiné la concentracion
de CLas mediante gPCR. Ninguno de los elicitores
evaluados redujo la concentracion CLas, sin em-
bargo, B. subtilis presentd una concentracion signi-
ficativamente mayor al resto de los elicitores. Estos
resultados podrian indicar que la nutriciéon quimica
es un factor importante por evaluar y que se debe
considerar cuando se aplican en conjunto con elici-
tores como B. subtilis.

Palabras clave: Inductor, Acido salicilico, Baci-
llus subtilis, Funneliformis mosseae

La enfermedad Huanglongbing (HLB), cuyo
agente causal es la bacteria ‘Candidatus Liberi-
bacter asiaticus’ (CLas), es una de las principales
enfermedades que afecta a la industria citricola
alrededor del mundo (Bové, 2006). En México, la
presencia de Diaphorina citri, insecto vector de la
bacteria, se report6 en los estados de Campeche y
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Yucatan en 2002 (Halbert y Nuiez, 2004), cinco
afnos después (2009), se detectaron sintomas de
la enfermedad en Yucatan. La principal estrategia
para evitar la diseminacion de la enfermedad ha
sido el uso intensivo de insecticidas para contro-
lar el crecimiento poblacional y la dispersion del
vector D. citri, la eliminacion de arboles enfermos
y la producciéon de plantas libres de HLB (Hall y
Gottwald, 2011), asi como, la aplicacion intensi-
va de fertilizantes y antibidticos (Gottwald ef al.,
2012; Zhang et al., 2011), sin embargo, en general,
el uso excesivo de agroquimicos ocasiona dafios al
ambiente y en otros organismos (Thakur y Singh
Sohal, 2013), por lo que, se han realizado diversos
estudios para evaluar alternativas mas eficientes
para controlar enfermedades en plantas y disminuir
el uso de agroquimicos.

Una de estas alternativas es la aplicacion de
elicitores, que son compuestos que estimulan cual-
quier tipo de defensa en la planta. Los elicitores
pueden ser quimicos, bidticos, abidticos y comple-
jos, dependiendo de su origen y estructura molecu-
lar (Thakur y Singh Sohal, 2013). Algunos elicito-
res biologicos como la bacteria Bacillus subtilis o
algunos hongos micorrizicos arbusculares (HMA),
han sido utilizados para inducir resistencia sisté-
mica en especies del género Citrus ante diversas
enfermedades incluyendo al HLB (Graham, 1986;
Chen et al., 2020; Munir et al., 2020; Asad et al.,
2021). Dentro de los elicitores abidticos (quimicos)
utilizados, el acido salicilico ha mostrado buenos
resultados reduciendo la concentracion de CLas y
del progreso del HLB en algunas especies de citri-
cos (Olivera-Coqueiro et al., 2015; Hu et al., 2018;
Trinidad et al., 2019). Resulta importante destacar
que la condicidon nutricional de los arboles es un
factor relevante que puede influir en la toleran-
cia hacia una enfermedad. Al respecto, Shen et al.
(2013) destacan que la fertilizaciéon en combinacion
con acido salicilico fue eficiente en la reduccion de

la concentracion de CLas y mitig6 los sintomas de
la enfermedad en arboles de C. sinensis.

Particularmente, los estudios sobre inductores
de resistencia sistémica en Citrus aurantifolia, son
escasos, por lo que es necesario, no solo la evalua-
cion de inductores ya conocidos, sino la busque-
da de mas compuestos o sustancias que induzcan
resistencia sistémica, como serian los productos
comerciales de origen organico. Por lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de
los inductores de resistencia sistémica (bioldgico,
quimico y de origen orgdnico) en combinacion con
una fertilizacién quimica, sobre la concentracion
de CLas en arboles de C. aurantifolia en condicio-
nes de invernadero.

Se utilizaron arboles certificados (Sanidad
Vegetal-SENASICA) de liméon Mexicano (Citrus
aurantifolia) injertados sobre C. macrophylla de
18 meses provenientes de Tecoman, Colima. Los
arboles de limén Mexicano (Lm), fueron inocula-
dos con Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas)
via injerto de yema utilizando varetas de arboles
sintomaticos con HLB provenientes de huertos de
Tecoman, Colima de acuerdo con lo propuesto por
Coletta-Filho ef al. (2010). El injerto se hizo ocho
meses previo al trasplante a macetas de 20 L (16
kg de sustrato). Los arboles se regaron a capacidad
de campo una vez por semana. Posteriormente fue-
ron trasplantados en sustrato a base de suelo: arena:
agrolita: turba (Sunshine Mix® No. 3) (50: 30: 10:
10, V/V/V/V) esterilizado (120 °C, 1.05 kg cm?,
6 h). El experimento se coloco en condiciones de
invernadero en las instalaciones de la Unidad Za-
popan de CIATEJ en Jalisco. Los microorganismos
Funneliformis mosseae y Bacillus subtilis se obtu-
vieron del cepario del laboratorio de Fitopatologia
del CIATEJ, mientras que el acido salicilico se ad-
quirié de Sigma-Aldrich (cat. 105910) y los pro-
ductos de origen organico, Plasmitox®, Blindax®
y Virus-Stop® a través de un proveedor comercial
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de la empresa Fagro® (fagro.com.mx). Para la fer-
tilizacion quimica se aplico triple 16 (16-16-16%
de N-P-K) y urea (46% N) (Agricola DASAM,
Meéxico, http://agricoladasam.com.mx/), mientras
para la fertilizacion orgénica se utilizd la lombri-
composta liquida Biojal® (https://hidroflora.mx/
producto/030R-HUMUS20LTS) (Cuadro 1).

Se empleo un disefio completamente al azar con
10 tratamientos y cinco repeticiones de acuerdo
con el Cuadro 1. La unidad experimental fue una
maceta con un arbol de Lm. El tratamiento con el
hongo micorrizico arbuscular (HMA) F mosseae
se aplico en las raices una sola vez durante el tras-
plante. El resto de los tratamientos con elicitores,
asi como la fertilizacion quimica y organica co-
menzaron a aplicarse 30 dias después del trasplan-
te. Los elicitores y la fertilizacion organica se apli-
caron mensualmente mientras que la fertilizacion
quimica trimestralmente (cuatro veces al afio). Los
tratamientos que recibieron agentes de control qui-
mico se aplicaron a la filosfera mediante aspersion
de acuerdo con las concentraciones y volumenes
indicados en el Cuadro 1. La variable de respuesta
que se analizo fue la concentracion bacteriana de
CLas mediante la reaccion en cadena de la polime-
rasa cuantitativa del ADN en tiempo real (qPCR).

El gPCR se realizo dos afios después de la primera
aplicacion de los elicitores, ya que, Coletta-Filho
et al. (2010) reportan que las concentraciones de
CLas no se detectan antes de este tiempo en arboles
adultos. La edad de las plantas fue de 4 afios 2 me-
ses al momento de la toma de muestras.

Para la extraccion de ADN de cada unidad ex-
perimental, se muestred la quinta hoja descendente
del apice de cuatro ramas ubicadas en los puntos
cardinales de aproximadamente 4-5 meses de edad.
Estas hojas se congelaron a -80 °C, liofilizaron (72
h; TFD5503 IIShinBioBase, Korea), molieron (60
s, 25 Hz, MM400 Retsch, Alemania) y almacena-
ron a temperatura ambiente hasta su uso para la ex-
traccion de ADN. Mediante el protocolo de CTAB
al 3% propuesto por Zhang et al. (1998). La con-
centracion y la pureza del ADN se determind a 260
y 280 nm (Nano- Drop ND-1000 UV-Vis Spectro-
potometer; NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE, USA).

Para determinar el titulo de CLas se realiz6 un
analisis por (StepOne Applied Biosystems, USA)
siguiendo lo descrito por Li y Levy (2006). Los va-
lores de Ct fueron convertidos en concentracion de
células de CLas mediante una curva estandar des-
crita previamente por Lin er al. (2010) y usando

Cuadro 1. Tratamientos para determinar el efecto de elicitores y nutrientes para el manejo de CLas en plantas de limon

Mexicano en invernadero.

Tratamiento (T)

Condiciones de la aplicacion

;rg;?l tie (T) Agente de control CLas Concentracion Total / arbol Periodicidad
Biolégico (1) Funneliformis mosseae + FQ ) 5 esporas g sustrato 500 esporas  Inicio experimento
& (2) Bacillus subtilis + FQ ) 2.5x10% UFC mL"! 100 mL Mensual
Quimico (3) Acido salicilico + FQ () 500 pg L 50 mL Mensual
(4) Plasmitox®+ FQ ) 12mLL"! 62.5 mL Mensual
Organico  (5) Blindax®+ FQ ) 1.5mLL" 62.5 mL Mensual
(6) Virus-Stop®+ FQ @) 2.5mLL"! 72.5 mL Mensual
" .
Nutricién (7, 8) Fertilizacion quimica (FQ) E_)) (Tiépl}/i 11\17) urea 37.5-4.5-4.5 g Trimestral
tal + i
vegeta (9, 10) Fertilizacion organica E_)) Eglrlrilgarllcomp osta 100 mL Mensual
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el Software 7500 System SDS version 2.0.5. Los
datos de la concentracion bacteriana fueron trata-
dos mediante un analisis de varianza de una via y
comparacion multiple de medias LSD, ambos a un
nivel de significancia del 5 % (p<0.05). Los datos
fueron transformados con raiz cuadrada (\/x) con el
fin de alcanzar la normalidad y homocedasticidad.
Estos analisis fueron realizados con el programa
estadistico Statgraphics® Centurion XV version
15.2.06 (StatPoint, 2005).

Los resultados indicaron que el tratamiento bio-
logico con Bacillus subtilis presentd la mayor con-
centracion de CLas (73,494.2 células/100 ng ADN)
(Figura 1) y fue diferente estadisticamente al resto
de los tratamientos con elicitores (p<0.05). Este re-
sultado difiere de otros estudios en los que se ha
observado que las especies del género Bacillus ac-
tuan como inductores de resistencia sistémica ante
patdgenos presentes en especies de citricos (Chen
et al. 2020). Recientemente Adsad et al. (2021)
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90000 1
80000 +
70000 1
60000 1
50000 1 be
40000 T

30000 +

Concentracion bacteriana (células CLas / 100 ng ADN)

bed
de
20000 T ef
ef
10000 + ’—]:—‘ ef £
. . . . . Heal = .

reportaron que, 60 dias después de la aplicacion, la
cepa B. subtilis L1-21 en combinacién con la solu-
cion Hoagland al 50%, redujo considerablemente
la concentracion de CLas en arboles de C. lemon
asintomaticos, mientras que, en arboles sintoma-
ticos, la cepa sin solucion Hoagland tuvo mejores
resultados, lo que sugiere que, el estado de avance
de la enfermedad influye en la funcidn elicitora de
B. subtilis. En el presente estudio, los arboles de
Lm, con el tratamiento de B. subtilis y fertilizacion
quimica, no disminuy6 la concentracion de CLas
en comparacion con los otros tratamientos, lo que
puede indicar que, no solo el estado de avance de
la enfermedad, sino el tipo de cepa y fertilizacion
influye en la capacidad de B. subtilis para inducir
resistencia sistémica.

La concentracion de CLas en el tratamiento
biologico con F. mosseae (32,987.2 células/100 ng
ADN) (Figura 1) mostr6 diferencias significativas
con todos los tratamientos (p<0.05) excepto con

ab

cde

+CLas +CLas +CLas +CLas

+FQ mosseae + FQ +FQ FQ

Biologico Quimico

Bacillus subtilis| Funneliformis [Acido salicilico| Plasmitox® + | Virus-Stop® +

Organico

+CLas +CLas | -CLas +CLas -CLas

Blindax® + FQ Fertilizacion organica Fertilizacion quimica (FQ)

Nutricion vegetal

Tratamientos para el control del HLB

Figura 1. Efecto de la aplicacion de distintos elicitores (bioldgico, quimico, de origen orgianico) y nutricion vegetal en la
concentracion de CLas en plantas de limén Mexicano en condiciones de invernadero después de 2 afios 8 meses
de la infeccion. Las barras representan * el error estindar. Letras distintas indican diferencias significativas de

acuerdo con la prueba estadistica LSD (p<0.05).
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el tratamiento de 4cido salicilico. Los HMA como
F. mosseae, son microorganismos benéficos que
no solo son estudiados para ayudar a las plantas
a obtener nutrientes y agua, sino por incrementar
la resistencia de las plantas ante enfermedades y
organismos patdgenos (Ortas, 2012). En especies
de importancia econémica como el tomate, se ha
estudiado su capacidad para inducir resistencia lo-
cal y sistémica ante patogenos como Phytophthora
parasitica, Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis y Alternaria solani (Pozo et al., 2002,
HoNg-Duc y Posta, 2018; Song et al., 2015), sin
embargo, dentro del género Citrus ha sido poco
estudiada (Graham, 1986; Sikora, 1992; Calvet et
al., 1995; y Michelini et al., 1993, mencionados en
Ortas, 2012), por lo que, los resultados encontrados
en este estudio podrian ser distintos dado que se
trata de especies vegetales con ciclos de vida di-
ferentes, el tomate es anual mientras que el Lm es
una planta perene, lo cual podria influir en el efecto
elicitor del HMA sobre el sistema de defensa del
arbol de limon, sin embargo se requieren mayores
estudios para confirmar esta posible hipotesis.

La concentracion de CLas con acido salicilico
(25,910.7 células/100 ng ADN) (Figura 1) fue sig-
nificativamente mayor a los tratamientos VirusStop
y Blindax (p<0.05) y no tuvo diferencias respecto
al tratamiento con fertilizacion quimica (control).
En este sentido, otros autores han reportado que,
si bien el acido salicilico promueve la resistencia
sistémica en especies de citricos, existen elicito-
res bioldgicos como Azospirillum brasilense Cd o
algunos antibioticos que son inductores de resis-
tencia mas eficientes (Hu et al., 2018; Trinidad et
al., 2019). En contra parte, Olivera-Coqueiro et al.
(2015) sefialan que el tratamiento con acido salici-
lico aplicado a arboles de C. sinensis activd genes
(1,425 genes) involucrados con los procesos meta-
bolicos asociados con resistencia sistémica que los
activados por quitosano (640 genes).

Las concentraciones de CLas en los tratamien-
tos de origen organico Plasmitox® (insecticida),
Virus-Stop® (antiviral) y Blindax® (fungicida)
(15,931.5; 9,856.95 y 6,410.26 células/100 ng
ADN respectivamente) fueron significativamente
diferentes respecto a los tratamientos biologicos
B. subtilis y F. mosseae (p<0.05), pero no mostra-
ron diferencia entre ellos, ni con los tratamiento de
fertilizacion quimica y organica sin CLas (Figura
1), lo que sugiere que la nutriciéon quimica impacta
en la disminucion de las concentraciones de CLas.
Una posibilidad para comprender este resultado es
que la activacion del sistema por elicitores de tipo
insecticida, viral o fingico puedan estar interfiriendo
con la colonizacién de CLas en el floema de los
arboles de limdn, sin embargo, para corroborar esta
explicacion es necesario una investigacion mas
detallada sobre los procesos de induccion de re-
sistencia sistémica que supuestamente tienen estos
productos.

Por ultimo, la concentracion de CLas en la fer-
tilizacion quimica con y sin CLas fueron significa-
tivamente menores que en la fertilizacion organica
con CLas (14,826.1 y4,6812.9 células/100 ng ADN
respectivamente) (p<0.05); esto indica el potencial
efecto benéfico de la fertilizacion quimica dado que
la aparicion del HLB fue tardia. Existe controversia
sobre el potencial de la nutricion para reducir los
efectos del HLB. Algunos autores mencionan que
diferentes tipos de programas de nutriciéon mejora-
dos en C. sinensis, no han disminuido los sintomas
de la enfermedad ni la concentracidon de CLas (Go-
ttwald et al., 2012; Bassanezi et al., 2021), mien-
tras que otros han demostrado, en la misma especie
y en C. reticulata, que la nutriciéon quimica, reduce
los sintomas de la enfermedad (Pustika et al., 2008;
Shen et al., 2013). Los resultados de este trabajo
son similares a estos ultimos autores, ya que, se
observa que la fertilizacion quimica por si sola pre-
senta una concentracion de CLas significativamente
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menor comparada con la fertilizacién organica con
CLas e incluso respecto al tratamiento biologi-
co con B. subtilis. Cabe mencionar que se detec-
to CLas tanto en los tratamientos con fertilizacion
organica como quimica y “sin CLas”, esto indica
que a pesar del cuidado que se tuvo con los arboles
de Lm, hubo contaminacioén probablemente por la
presencia del vector (D. citri), lo cual evidencia la
problematica de esta enfermedad a nivel de campo
e incluso a nivel de condiciones controladas como
lo es en invernadero, esto evidencia el nivel de bio-
seguridad que debe generarse en la produccion de
citricos bajo invernadero.

En conclusion, el tratamiento bioldgico con B.
subtilis mostro ser el menos eficiente en la reduc-
cion de concentracion de CLas en Lm. El resto de
los tratamientos presentaron menores concentra-
ciones de CLas en comparacion con B. subtilis, sin
embargo, ninguno de estos fue diferente del trata-
miento con fertilizacion quimica. Se recomienda
evaluar a profundidad la capacidad para inducir re-
sistencia sistémica sin este tipo de fertilizacion. El
tratamiento con fertilizacion quimica (sin elicitor
y +CLas) mostré reducir la concentracion de CLas
en arboles de Lm bajo condiciones de invernadero.
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