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QOB

RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. El presente estudio analizé por primera vez la condicion asintomatica inducida por
CLas en Citrus sinensis / C. aurantium a partir de primeros reportes en la region Centro Golfo de México. El
objetivo fue analizar con un enfoque mecanistico la concentracion espacio-temporal de CLas a nivel planta en
condicion de huertos comerciales para demostrar la posible implicacion de un prolongado periodo de
incubacion (PI) en la expresion asintomatica de HLB.

Materiales y Métodos. Se confinaron dos de tres arboles (A1-A3) (>30 afios) de naranjo dulce Valencia
asintomaticos positivos a CLas, identificados mediante protocolos oficiales de diagnostico en San José
Acateno, Puebla. En los arboles A2 y A3 se marcaron 13 y 16 ramas secundarias, con un total de 112 y 108
muestras follaje/colecta, respectivamente (total 1540 muestras), obtenidas de la parte distal y proximal de cada
rama. Se realizaron siete muestreos mensuales de material vegetal entre mayo-diciembre. A nivel raiz se
muestrearon tres categorias por didmetro/funcioén y por combinacion de seis sectores distales del tronco (0-280
cm) por 4 de profundidad (0 x 110 cm) con un total de 111 muestras. La extraccion de ADN se realiz6 con
CTAB 2 % y cuantificacion por gPCR (oligos, HLBp/HLBas).

Resultados. En dosel, la incidencia/ramas en A3 fue 52.2 % (Ct =22.7 - 34.9) y A2 47.8 % (Ct=23.4 — 35)
sin diferencia estadistica (p = 0.48). La carga de inoculo fue 1.6 (£1.3) log-CLas, equivalente a 109
copias/reaccion en 100 mL (rango en niimero de copias 6.3 a 68 870.7). CLas no fue diferente entre muestras
distales (1.6 log) y proximales (1.5 log) (p = 0.33). Se encontr6 fluctuacion temporal entre junio — octubre de
muestras positivas (37 — 87, p < 0.0001) y de concentracion de CLas (1.6 - 3.5 log-CLas, p > 0.72). La
distribucion de CLas por rama tuvo efecto temporal (p = 0.0001) y por sectores (p = 0.07) evidenciando alta
movilidad y estacionalidad. La concentracion maxima (Ymax) se encontré asociada al sector medio-superior del
dosel, y de alta movilidad hacia sectores inferior y superior en Yiniciat y Yfina. En raiz, se encontré 38.7 % de
positividad. La detectabilidad de CLas fue homogénea entre los tipos de raiz (p < 0.0001) pero variable en
concentracion (p = 0.04). E1 47.6, 15.4 y 38.7 % de incidencia en raiz se asoci6 con 38.3, 43.4 y 9.5 promedio
de copias CLas para soporte, conduccion y absorcion, respectivamente (p = 0.0001). Dos secciones de mayor
intensidad-concentracion de CLas (80 — 144 copias) se asociaron a raiz en zona media de goteo (160 - 240 cm)
y estratos de profundidad medios (50 - 80 cm).

Conclusion. CLas se detecto significativa y consistentemente en tejido vegetal y raiz durante todo el periodo
experimental, pero a concentraciones fluctuantes, no incrementales, y analoga entre arboles A2 y A3. La amplia
distribucion en dosel-raiz sugiere un efecto crénico sistémico. En consecuencia, el periodo de incubacion no
determina la condicion asintomatica en el sistema productivo naranjo dulce/naranjo agrio investigado. Otros
factores, p.e. inherentes a la variabilidad del patégeno, podrian estar implicados. Estos resultados contribuyen
a optimizar un sistema de vigilancia-monitoreo considerando estacionalidad, zona-rama, sector-dosel y tipo de
tejido, con mayor probabilidad de deteccion de CLas aun en una eventual condicién asintomadtica y generan
nuevas perspectivas de manejo de CLas. Este es el primer trabajo que analiza P/ mecanisticamente, a nivel
dosel — raiz, las detecciones iniciales de HLB-asintomatico en México en arboles productivos adultos de
Valencia C. sinensis / C. aurantium en condiciones de campo.
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INTRODUCCION

El Huanglongbing o HLB causado por Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) se
detectd en Yucatan, México en julio 2009. Actualmente, estd presente en mas de 351
municipios de practicamente todos los estados productores comerciales de citricos
(https://goo.su/qwSbCa - 2025, www.gob.mx -; SENASICA, 2022). Durante la fase inicial
del proceso epidémico (2009-2014), dos escenarios predominaron: 1) en el Pacifico con
alta intensidad, prevalencia y carga inoculo en vector-planta asociado a huertos comerciales
predominantemente Citrus aurantifolia, y 2) en la Peninsula de Yucatan con moderada-
baja intensidad, prevalencia y carga indculo vector-planta en traspatios de Citrus latifolia
(Mora-Aguilera et al., 2014; Flores-Sanchez et al., 2015). Sin embargo, en la fase de
dispersion regional e intrarregional del vector y la enfermedad (2015-2018), escenarios
epidémicos diferenciales respecto a incidencia y endemicidad se presentaron en
condiciones regionales especificas de produccion, manejo, clima, entre otras, p.e., Centro-
Golfo con citricos dulces en areas comerciales y de traspatios (C. sinensis, C. reticulata,
entre otras) o Noreste con huertos comerciales de alta produccion-rendimiento en C.
sinensis 'y C. reticulata.

En México, resultados e indicadores epidemioldgicos publicados sobre dispersion intra-
parcelaria o regional del complejo CLas- Diaphorina citri (Dc) (Gottwald et al., 2014;
Bassanezi et al., 2005; 2013a; Esquivel-Chavez, 2011), tasas epidémicas temporales
(Mora-Aguilera et al., 2014; Bassanezi et al., 2005; 2013a; Robles-Gonzalez et al., 2013;
Esquivel-Chavez, 2011), escenarios de dispersion regional (Flores-Sanchez et al., 2017;
Mora-Aguilera et al., 2014; Robles-Gonzalez et al., 2013), entre otros, se emplearon para
establecer estrategias oficiales de muestreo, monitoreo, delimitacion y control de brotes a
través de Areas Regionales de Control de Dc (ARCOs) bajo condicion sintomatica (Flores-
Sanchez et al., 2017; Mora-Aguilera et al., 2014; Bassanezi et al., 2013a; DGSV-
SENASICA, 2010).

Un novel escenario se presentd en México a partir de la deteccion de cinco muestras
vegetales CLas-positivas de C. sinensis procedentes de arboles asintomaticos en huertos
comerciales de Acateno, Puebla (SENASICA, 2012; 2015). No se observo expresion de
los sintomas caracteristicos de HLB en condiciones de México como aclaramiento de
nervaduras, moteado difuso o amarillamiento tenue generalizado (Esquivel-Chévez ef al.,
2012). Interesantemente, esta condicion prevaleci6 hasta diciembre 2015 (2.5 afios), mayor
a lo reportado en una condicion asintomatica asociada al periodo de incubacion de CLas
(Canale et al., 2020; Lopes et al., 2009).

En este contexto, la Direccién General de Sanidad Vegetal (DGSV) adscrita al Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) en México
solicito al Laboratorio de Analisis de Riesgo Epidemiologico Fitosanitario (CP-LANREF)
el confinamiento de dos arboles de Citrus sinensis positivos a CLas y el desarrollo de lineas
de investigacion para explicar la condicion asintomatica. El presente estudio analiza una
de cinco hipdtesis investigadas simultaneamente para explicar la situacion asintomaética
inducida por CLas en Citrus sinensis / C. aurantium en el Centro-Golfo de México. El
objetivo fue analizar la concentracion espacio-temporal de CLas a nivel planta en condicion
comercial para demostrar la posible implicacion de un prolongado periodo de incubacion
en la condicion asintomatica de HLB, bajo la premisa de que la concentracion bacteriana
debia ser incremental y exhibir gradualmente una infeccion cronica-sistémica a través de
un periodo de infeccién-incubacion.
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MATERIALES Y METODOS

Confinamiento de plantas asintomaticas. En diciembre de 2013, se confinaron dos
arboles (A2 y A3) de naranja dulce Valencia (Citrus sinensis) positivos a Candidatus
Liberibacter asiaticus (CLas) confirmados mediante protocolo RT-PCR, para estudiar la
condicion asintomatica del patdogeno en citricos dulces. Se emplearon estructuras metalicas
de 8 x 8 x 8 m (largo x ancho x alto) protegidas con doble malla antidfidos siguiendo
especificaciones definidas por la DGSV-CNRF (Figura 1A). El propodsito fue evitar
reinfecciones via vector y la dispersion del aislado de CLas detectado. Para cada estructura
se colocd una puerta con candado para acceso restringido por investigadores y personal
oficial. Se instalaron dos dataloggers HOBO u23 Pro v2 para registro de variables de
temperatura (°C) y humedad relativa (HR) dentro y fuera de la estructura de confinamiento
de cada arbol (Figura 1B). Adicionalmente, se instalé una estacion climética Davis®
(Vantage Pro 2 Plus) para medicion de precipitacion, evapotranspiracion, radiacion solar y
otras variables complementarias (Figura 1C). Durante el experimento se eliminaron

malezas mecanicamente y no se aplicaron agroquimicos. El riego fue de temporal.

Figura 1. Estructura de Confinamiento por arbol, HLB-asintomatico qPCR CLas positivo, de naranja Valencia Citrus sinensis
/ C. aurantium. A. Estructura metalica de confinamiento (8 x 8 x 8 m) con malla antiafidos. Las estructuras
incluyeron una puerta de acceso restringido mediante llaves; B. Sensor HOBO U23 Pro V2 de temperatura (°C) y
humedad relativa (HR), programado para mediciones a intervalos de 30 min dentro del area confinada; C. Estacién
climatica Davis Vantage para medicion de variables climaticas complementarias como precipitacion, velocidad y
direccion de viento, evapotranspiracion, etc.

Seleccion y muestreo de tejido vegetal. Un total de 13 y 16 ramas primarias se marcaron
en arboles A2 y A3, respectivamente (Figura 2A). La enumeracion de ramas se realizo en
sentido de las manecillas del reloj en direccion Oeste-Este (Figura 2B). Por rama primaria,
fueron seleccionadas y marcadas ramas secundarias especificamente para colecta de
muestras de tejido foliar. Debido al periodo de establecimiento del experimento fuera de
flujos vegetativos principales, las ramas secundarias se seleccionaron directamente por la
disponibilidad de tejido vegetal Optimo para analisis molecular. Las muestras de tejido
vegetal se colectaron de la region distal y proximal (Figura 2C). Para muestras distales, se
identifico el crecimiento vegetativo reciente y se tomo un foliolo del brote, y para muestras
proximales se colecto una hoja del brote vegetativo del ciclo previo. Todas las muestras se
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Distal

Figura 2. A. Arbol Valencia C. sinensis / C. aurantium HLB-asintomatico CLas-positivo confinado en jaulas con malla
antiafidos. Los listones rojos y amarillos muestran la seleccion y marcaje de ramas primarias (rojo) y secundarias
(amarillo) para muestreo mensual en seccion proximal o distal de mayo a diciembre. B. Ejemplificacion de método
para la numeracion de ramas en el orden de las manecillas de reloj. C. Estructura de una rama de citricos para
seleccion de hojas proximales y distales. Se colectaron un total de 1 540 muestras / arboles A2 y A3.

etiquetaron y se conservaron en frio en campo y laboratorio. Para analisis molecular se
empled la nervadura central foliar. Los muestreos se realizaron mensuales entre mayo y
diciembre, 2014. Se analizaron un total de 1 540 muestras por qPCR.

Muestreo de raices. Para el muestreo de raices se marc6 sobre la superficie del suelo un
triangulo de 55° a partir del tronco, dividiendo cinco secciones cada 40 cm (Figura 3A-B).
Posteriormente, se excavaron 20 cm de profundidad para el primer estrato A (0 a 20 cm),
mientras que para los tres siguientes estratos se cavaron 30 cm de profundidad (B =20 - 50
cm, C =50 - 80 cm, D =280 - 110 cm) (Figura 3C-D). Por estrato, se colectaron muestras
de raiz clasificadas por su estructura-funcion de soporte (S), conduccion (C) y absorcion
(AB). En cada seccion-estrato, la tierra fue cernida para separar la raiz total. Las muestras
se almacenaron en bolsas de polipapel y almacenadas en una hielera. En el laboratorio cada
muestra fue lavada con agua para retirar residuos de tierra. Las muestras de raiz se
separaron en la clasificacion definida previamente (S, C y AB), se desinfestaron con
hipoclorito de sodio (NaClO) al 1 % durante 1 min. Posteriormente, se enjuagaron dos
veces con agua destilada. En raices de conduccion y soporte, se tomo la corteza (floema)
la cual fue molida con nitrégeno liquido en un mortero. Las raices de absorcion fueron
molidas usando el tejido total disponible. Por cada seccion-estrato al menos tres
submuestras fueron analizadas por qPCR con un total de 111.

Analisis molecular, diagnéstico y cuantificacion de CLas. La extraccion de ADN total
de muestras vegetales y raiz se realizé con el método CTAB 2 % con buffer salino a partir
de 100 mg de material vegetal y raiz. La cuantificacion por qPCR se realizé en StepOne™
(Applied Biosystems®, Foster City, CA) con el método de curva estandar, utilizando los
oligos HLBp (5'- GCG TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG -3'), HLBas (5- TCG AGC
GCG TAT GCA ATA CG -3") y la sonda tipo Tagman (5'- AGA CGG GTG AGT AAC
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Figura 3.

Sistema de muestreo 3D-seccional para la colecta de raiz en arbol A3, HLB-asintomatico qPCR positivo, de C.
sinensis | C. aurantium. A. Disefio utilizado para colecta de raiz considerando la distancia proximal al tronco y
hasta zona de goteo (0 - 280 c¢m) y cuatro profundidades (0 — 110 cm). B. Disefio y marcado de los estratos de
excavacion. C. Delimitacion de la zona de excavacion y cernido de tierra de los distintos estratos. D. Estratos
excavados y muestreados para la seleccion de muestras de tres tipos de raiz para cuantificaciéon de CLas por qPCR.
Un total de 24 bloques de suelo fueron muestreadas (6 x 4) y 111 muestras qPCR-analizadas.

GCG -3") (Liet al., 2006). La reaccion consistio en un programa de termociclaje de 95 °C
por 3 min, 40 ciclos de 95 °C por 5 s; 59 °C por 40 s y 59 °C por 35 s. Las muestras que
reportaron 8 a 35 ciclos de termociclaje (Ct por sus siglas en inglés de Cycle threshold)
rebasando el umbral de fluorescencia dptimo, fueron consideradas positivas. Las muestras
con Ct >35 se consideraron negativas.

Para la cuantificacion del numero de copias gendmicas de CLas en las muestras, se
gener6 una curva de calibracion externa. Se utiliz6 el fragmento del gen 16S rDNA clonado
en un plasmido (PGEM-T ® Promega®), el cual se purifico y cuantifico por uv-
espectrofotometria (Nanodrop 1000) con diluciones seriales; éstas se sometieron a
amplificacion con tres repeticiones por concentracion y se utilizo una regresion logaritmica
para estimar la concentracion de CLas, y = 41.95 - 3.37 (Log Starting Quantity) (r*=1,
eficiencia 97.9 %), y = Ct, que calcula el nimero de copias del gen 16S ADNTr. Para reducir
efecto de variabilidad y con fines de comparacion de la concentracion de ADN se realizod
una dilucion a 20 ng uL'.

Parametrizacion y analisis epidemioldgico. Los resultados de qPCR se integraron en una
matriz epidemioldgica temporal. Se construyeron curvas epidémicas de CLas usando la
cuantificacion de copias CLas (Q) y el nimero de muestras positivas con respecto a
intervalos mensuales de tiempo. Por curva epidémica de CLas se parametrizaron tres
ventanas de ocurrencia, el Y; como el inicio del muestreo (¢ = 0), caracterizado por periodo
de estrés hidrico pre-lluvias; el Yma como el periodo de mayor carga de indculo en planta;
y Yrcomo fase final de la curva epidémica de CLas.

La parametrizacion se realizo por arbol, rama y region distal o proximal de colecta.
Mapas vectoriales geoespaciales de O y log(Q) interpoladas por ventana de ocurrencia
epidémica (Yi, Ymax ¥ Yy) y por estructura de raiz (soporte, conduccion y absorcion) se
procesaron y analizaron en Golden Surfer® v10. Analisis estadisticos ANOVA y
comparacion de medias por Tukey (p = 0.05) se realizaron en SAS 9.4.
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RESULTADOS

Deteccion y cuantificacion de CLas en dosel. Se realizaron siete colectas mensuales entre
mayo y diciembre, 2014. Un total de 1540 muestras se analizaron por qPCR, 784 del arbol
2 (A2) y 756 del arbol 3 (A3) (Cuadro 1). E1 41.9 % (646 positivas) de total de muestras
analizadas fueron positivas a CLas con umbral de Ct = 22.7 — 35. La positividad no tuvo
diferencias estadisticas entre arbol (p = 0.48), A3 obtuvo 52.2 % (337 positivas, Ct = 22.7
—349) y A2 47.8 % (309 positivas, Ct = 23.4 — 35). A nivel intra-rama de colecta, la
positividad en muestras distales fue ligeramente mayor con 50.9 % (329) respecto a
muestras proximales que tuvieron 49.1 % de incidencia (317). La positividad de CLas en
zona distal de rama no fue diferente en los arboles confinados (A2 = 164; A3 = 165) (p =
0.97). En zona proximal de la rama, A3 tuvo mayor nimero de muestras positivas (173)
que zona distal (164) (p = 0.48). En A2, el comportamiento de incidencia fue menor pero
similar en tendencia (distal = 165; proximal = 144) (p = 0.42). La incidencia relativa de
CLas por arbol fue mayor en A3 con 49.5 % en comparacion con 39.4 % de A2 (p = 0.68).
Por zona de colecta, A2 tuvo positividad de 53.4 y 46.6 % distal y proximal,
respectivamente. La incidencia en A3 fue mayor en la zona proximal con 51.3 vs. 48.7 %
en distal (Cuadro 1).

Cuadro 1. Comparacion del nimero de muestras positivas por qPCR en siete muestreos mensuales realizados en arboles HLB-

asintomaticos de Valencia C. sinensis (A2 y A3) durante mayo — diciembre y distribucion de carga de inoculo (CLas)
por seccion proximal y distal de ramas seleccionadas y marcadas para monitoreo bacteriano.

Muestras positivas® Numero de muestras positivas por

Fecha sector de rama (Log[Q CLas])
\
Colecta (LoglQ CLas]) Distal Proximal
A2 A3 A2 A3 A2 A3
27 may. 3(0.5+0.8) 12(1.0+£1.2) 9(1.2+£1.3) 0(0.4£0.8) 3(0.5%£0.8) 3(0.8%£0.9)
27 jun. 71 (2.0 £ 1.3) 87 (2.6 £ 0.8) 45(2.7+£0.8) 38(231.1) 33(1.8+£1.4) 42 (2.6 £0.8)
25 jul. 652.0x1.4) 73 (2.8 £1.8) 33(0.5+0.8) 3622+ 1.4) 29(1.7+£1.4) 40 (2.8 £1.8)
31 ago. 36 (0.5+0.8) 78 2.4+ 1.2) 35221.1) 19(1.4+£0.8) 17(1.2£0.9) 43 2.6+ 1.3)
02 oct. 75 (2.0 £ 1.3) 45(1.521.1) 17(1.4+1.2) 39 (23+1.3) 36 (1.7 1.3) 28 (1.7+£0.1)
06 nov. 54 (1.3+0.7) 29(1.3+£0.8) 19(1.5+0.7) 31(1.4£0.7) 23(1.2£0.7) 10 (1.1 £0.8)
10 dic. 5(0.3+0.6) 13(09%0.7) 6(0.9£0.8) 2(0.3+0.6) 3(0.3+0.6) 7(0.9+£0.7)
Total 309 (1.3+1.2) 337(1.8+1.4) 165 (1.5+1.3) 164 (1.8 £1.3) 144 (1.2 +£1.2) 173 (1.8 1.4)
(394 %) (44.5 %) (53.4 %) (48.7 %) (46.6 %) (51.3 %)
646 (1.6 £1.3) 329 (1.6£1.3) 317 (1.5£1.3)
AZ+A3 (41.9 %) (50.9 %) (49.1 %)

*Muestras totales por fecha: 112 arbol A2 y 108 arbol A3. Total = 1540 muestras en el periodo experimental.
YNumero promedio de copias log-CLas + desviacion estandar.

La carga de in6culo estimada por el promedio de copias de CLas para 646 muestras
positivas fue 1.6 (+1.3) log, equivalente a 109 copias/reaccion de 100 mL (rango en nimero
de copias 6.3 a 68 870.7). Los resultados mostraron que CLas no fue estadisticamente
diferente (p = 0.33) entre muestras positivas de la zona distal (1.6 log-CLas) respecto de
proximal (1.5 /og-CLas). Por arbol, A3 mostr¢ significativamente (p < 0.00001) mayor
carga de indculo 1.8 (£1.3) log-CLas, pero sin diferencia entre zona proximal y distal (1.8
log-CLas; p = 0.8). El A2 tuvo menor carga de indculo 1.3 (£1.2) log-CLas respecto a A3
(» <0.00001). En muestras de la zona distal, se observd mayor carga de inoculo 1.5 (£1.3)
log-CLas que la proximal con 1.2 (+ 1.2) log-CLas (p = 0.04) (Cuadro 1).

Fluctuacion temporal de CLas en dosel. En general, el periodo de mayor incidencia
estadisticamente significativa fue entre junio — octubre con 37 — 87 muestras positivas (p <
0.0001), acumulando 82 % (530) del total de muestras positivas. En A2, con excepcion de
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agosto donde se detectaron 36 muestras (17.7 %), el rango de muestras positivas fue 54 —
75 entre junio — noviembre acumulando 94 % del total (p = 0.02) (Figura 4). Las muestras
positivas en mayo (3) y diciembre (5) se asociaron a periodos de baja ocurrencia (p = 0.88).
En contraste, el A3 tuvo entre julio — agosto el periodo mas inductivo (p = 0.0003) con
promedio mensual de 73 — 87 muestras positivas, acumulando 70.1 % del total. En este
arbol, octubre — diciembre fue un periodo de decrecimiento constante (p > 0.05) en la
deteccion de muestras positivas pasando de 45 a 13, respectivamente. En A3, mayo y
diciembre fueron nuevamente los periodos significativamente menos inductivos y con
menor incidencia de muestras positivas (p = 0.95) (Figura 4A). La fluctuacion de CLas no
mostrd diferencias contrastantes entre arboles (p = 0.5) o periodos de colecta (p > 0.72),
ubicandose entre 1.6 y 3.5 log-CLas, para meses mayo (A2) y julio (A3).
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Figura 4. A. Numero de muestras qPCR CLas positivas por arbol (A2 y A3) detectadas en siete fechas de muestreo mensuales

de Valencia C. sinensis / C. aurantium HLB-asintomaticos. B. Fluctuacion temporal de la concentracion bacteriana

en 21 ramas totales de los arboles A2 y A3. C-D. Fluctuacion temporal de CLas a nivel de rama. Se muestra el ejemplo
de 5/13 ramas para A2 (C) y 5/16 para A3 (D). E-F. Fluctuacion temporal de CLas por rama y arbol A2 (E) y A3(F).
Circulo punteado en rojo muestra el umbral (log-CLas) minimo para cuantificacion de copias de CLas en muestras
positivas.
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A2 tuvo concentracion de 1.6 — 2.8 log-CLas, con mayor concentracion (2.1 — 2.8 log-
CLas, p = 0.02) asociada al periodo de mayor detectabilidad de muestras positivas (junio —
octubre). En A3, la carga de inoculo fue 1.8 — 3.5 log-CLas, mayor con respecto a A2 (p =
0.07), y con un pico principal en julio equivalente a 3.5 log. La carga de in6culo tuvo
tendencia decreciente similar a la positividad, reduciendo carga de CLas de 2.7 a 1.8 entre
octubre y diciembre (Figura 4B).

La mayor variabilidad en la fluctuacion de CLas en dosel se encontrd a nivel de rama
(R) y zona de colecta proximal-distal (Cuadro 1 y Figura 4). En general, A2 mostro
homogeneidad en la distribucion de CLas por rama con diferencias significativas
marginales (p = 0.07), con rango de 1.5 (mayo, R7) y 2.8 (octubre, R13). En ramas R4 y
R13 ocurrio en el ‘pico’ significativamente de mayor carga de in6culo de 3.4 log (p <0.02),
diametralmente opuestas en el dosel. El resto de las ramas tuvo tendencia decremental de
CLas entre agosto — diciembre (p = 0.0001) (Figura 4C). En A3, aunque evidencio alta
variabilidad en la fluctuacion de CLas en dosel de C. sinensis, no fue significativamente
diferente a nivel de ramas (p = 0.15). Las ramas variaron de concentraciéon de CLas entre
1.7 log (mayo, R4) y 5.1 log (julio, R13). La carga de in6culo en ramas de A3 fue
significativamente mayor (p = 0.0001) entre mayo — agosto con 2.4 — 5.1 log-CLas, y entre
septiembre — diciembre menor y estable con 1.7 — 2.9 log-CLas (Figura 4D).

Respecto a la fluctuacion temporal en periodo de mayor positividad a nivel de rama, A2
mostré mayor homogeneidad en la distribucion de CLas (p = 0.07). A excepcion de la R8
en julio (4.9 log-CLas) y R1 en octubre (0 log-CLas), el resto de las ramas tuvo
comportamiento homogéneo. La intensidad de carga bacteriana fue variable por periodos
de colecta, junio (2.4 — 3.1 log), julio (2.1 — 4.9 log) y octubre (2.2 — 3.6 log) se detecto la
mayor carga de inoculo (p = 0.0001) (Figura 4E). En A3, la fluctuacion temporal de CLas
por rama fue asimétrica, variable y con mayor concentracion respecto al A2 (p = 0.002).
En general, en A3 la carga bacteriana en julio fue significativamente alta, fluctuante y
concentrada en R9 (4.6 log) y el sector de R13 — R16 con 4.9 — 5.1 log (p = 0.0001). Un
mes después, en agosto fue mayor en R1 (3.9 log-CLas), R7 — R8 (3.4 — 3.6 log-CLas) y
R14 (5.3 log-CLas) (p = 0.0001). El resto de las ramas tuvo una distribucion de CLas
constante y homogénea, respectivamente (Figura 4F).

Distribucion y direccionalidad espacial de CLas en dosel en tres momentos
epidémicos. El analisis de la fluctuacion temporal en muestras positivas de carga
bacteriana de CLas en tres momentos epidémicos (¥, ¥Yumax Y ¥y), permitio identificar un
proceso asincronico de Y. y una distribucion heterogénea a nivel de dosel entre A2 y A3
(Figura 5). Por momento epidémico, en ¥; (mayo) la distribucion del nimero de copias de
CLas se concentro en el tercio medio e inferior del dosel en A2 (0.08 — 47.2 copias) y A3
(6.8 —38 842 copias). La simulacion intra dosel mostro direccionalidad-dispersion de CLas
sureste-noroeste con la mayor carga de inoculo (21 187 — 38 842 copias), mientras la
movilidad bacteriana en el resto del dosel fue menor y aleatoria (6.8 — 21 187 copias)
(Figura 5A). En A2, la carga de in6culo con mayor intensidad se ubico en el centro del
tercio-medio del dosel con direccionalidad noreste-suroeste (20 —47.2 copias), y en el resto
del dosel oscilo6 entre 0.08 — 19.9 copias de CLas (Figura 5B). El Y, para A2 y A3 ocurrid
en octubre y julio, respectivamente, posterior al inicio de 1luvias (382.2 mm acumulados).
La carga de in6culo mantuvo tendencia mayor en A3 (216 — 216 767 copias) con respecto
al A2 (9.2 — 4 239 copias) (Figura 5C-D). Durante este momento epidémico, la mayor
concentracion y distribucion de CLas se ubico principalmente en el tercio medio-superior
del dosel de A3 (65 889 — 216 767 copias) y A2 (1 416 — 4 239 copias).
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Figura 5. Distribucion y movimiento espacial de CLas en dosel de arboles HLB-asintomaticos Valencia C. sinensis / C. aurantium.

A, C, y E. Mapa de interpolacion vectorial que representa la carga bacteriana y la direccionalidad para tres momentos

epidémicos: ¥i (mayo), Ymax (julio) e ¥r (diciembre),

respectivamente, en arbol A3; y B, D, y F para el arbol A2. El

tamaiio y color de los vectores muestran la tendencia espacial y direccional de carga de indculo. En cuadros inferiores, el
numero de copias se relaciona con el tamafio y el color de las flechas como medida de referencia. La direccionalidad del

vector simula el movimiento bacteriano en dosel. Los recuadros punteados resaltan mayor concentracion espacial de CLas.
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En A3, la movilidad de CLas fue multidireccional con predominancia en carga de
indculo este-oeste (Figura 5C). En A2, el efecto en la direccionalidad de la mayor
concentracion de CLas fue principalmente sur-este (Figura 5D). La finalizacion del ciclo
epidémico (¥y) ocurri6 en diciembre en A2 (0.05 — 15.3 copias) y A3 (0.3 — 51.1 copias)
(Figura 5F). Con menor carga bacteriana, ¥y mostré concordancia en la distribucion de
CLas con respecto a los sectores de mayor inoculo en ¥;. En A3, los tercios inferior-superior
mostraron distribucion multidireccional en el dosel con tendencia sur-noreste en el inferior
(15.5 — 51.1 copias) y este-oeste en superior (19.6 — 49.3 copias) (Figura 5E). Por el
contrario, en A2 la mayor concentracion de CLas (5.9 — 15.3 copias) se asocio al tercio
medio, directamente vinculado con carga de inoculo en ¥;, mientras que la direccional en
el sector de mayor concentracion tuvo tendencia este-oeste. En el resto del dosel la carga
de indéculo (0.05 — 5.8 copias) presentdé una tendencia aleatoria con distribucion
multidireccional en el dosel (Figura SE).

Deteccion y cuantificacion espacial de CLas en raiz. Se analizaron por qPCR 111
muestras totales de raiz divididas en soporte (30), conduccion (42) y absorcion (39), para
cuatro estratos de profundidad de suelo (cm) y seis estratos en la zona de goteo del dosel
de Citrus sinensis. La positividad de CLas en muestras de raiz fue de 38.7 % con umbrales
de Ct = 32.7 — 35, mientras que el comportamiento por tipo de soporte, conduccion y
absorcion fue 47.6, 15.4 y 38.7 %, respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Numero y porcentaje de muestras positivas en arbol A3 a Candidatus Liberibacter asiaticus en C. sinensis / C. aurantium

respecto al tipo de raiz, cuatro profundidades de suelo y seis distancias a partir de tronco.

. i Profundidad Distancia a partir de tronco (cm) o/ x o o)z
Tipo raiz (cm) 80 120 160 200 240 2s0 ‘et % wt %
20 0/15 0 0 0
Absorcion 50 0/9 0 0 0
(n=39) 80 0/9 0 0 0
110 6/6 100 139 54
20 8/18 444 186 712
Conduccién 50 . 8/12 66.7 18.6 7.2
(n=42) 80 13 . 3/9 333 6.9 2.7
110 . 1/3 . . 1/3 333 23 0.1
20 2/3 1/3 . 8/15 533 186 7.2
Soporte 50 . 2/3 . 5/6 833 116 45
(n=30) 80 1/3 : A 16 166 23 0.1
110 . ) . . . 3/3 100 6.9 2.7
Total 3/9 718 6/12  13/33 921 5/18  43/111 - 100 38.7
%Y 2.7 6.3 5.4 11.7 8.1 4.5 38.7
%W 33.3 38.9 50.0 39.4 429 278 100

VIncidencia de muestras positivas de CLas a diferentes distancias del tronco relativa al total de muestras analizadas (n = 111).

“Incidencia de muestras positivas de CLas a partir de diferentes distancias del tronco relativa al subtotal de muestras positivas (n =
43). *Incidencia de CLas en muestras por estratos de profundidad y tipo de raiz. YIncidencia de muestras positivas de CLas por estratos
de profundidad y tipo de raiz relativa al total de muestras analizadas (n = 111). “Incidencia de muestras positivas de CLas por estratos

de profundidad y tipo de raiz relativa al subtotal de muestras positivas (n = 43). Color representa positividad de muestras, siendo verde

negativo y rojo la maxima deteccion.

Respecto a la positividad relativa por estrato de profundidad, raices de soporte y
absorcion a 110 cm tuvieron 100 % de incidencia (9/9). En raices de soporte y conduccion,
44.4 — 83.7 % de incidencia relativa se encontré a 20 y 40 cm de profundidad, lo cual
corresponde a 4.5 — 7.2 % de las muestras totales analizadas (n = 111) y 11.6 — 18.6 % de
muestras positivas (n = 43) (Cuadro 2). La mayor incidencia en muestras colectadas
respecto a la distancia del tronco fue 58.1 % principalmente asociada a la zona entre 80 y
120 cm. En general, a 80 - 220 cm se encontrd un gradiente de positividad decreciente de
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55.6 a26.7 % y un incremento a 77.8 % en 280 cm del tronco asociado especificamente a
una profundidad de 20 cm. En términos relativos, a 80 y 120 cm de distancia del tronco se
registrd la mayor incidencia con 55.6 y 47.6 %, respectivamente (Cuadro 2).

Con relacion a la concentracion y distribucion de CLas por tipo de raiz, en soporte y
conduccion se encontrd6 mayor concentracion 38.3 (+47.5) y 43.4 (+24.4) copias,
respectivamente, estadisticamente diferente (p <0.0001) con respecto a raices de absorcion
(9.5 £ 7.2 copias CLas) (Figura 6A). La carga bacteriana de CLas entre 80 — 120 cm de
distancia de tronco fue estable (22.6 — 33.7 copias), mientras que 160 — 280 cm evidencid
un gradiente decremental de 42.9 a 10.8 copias (p < 0.0001) (Figura 6B).

En muestras analizadas por profundidad, el gradiente fue incremental
significativamente mayor (p = 0.04) de 20 a 110 cm en concentracién bacteriana y
variabilidad 45.2 — 82.8 copias (Figura 6C). Integrando los tres factores, en general raices
de conduccion fueron de mayor incidencia (Cuadro 2) y concentracion de CLas de 1.3 —
84.3 copias, principalmente entre 20 — 40 cm del tronco principal (p = 0.01) y 80 — 160 cm
de profundidad (p > 0.05) (Figura 6D). En raices de absorcion, CLas estuvo asociadaa 110
cm del tronco en combinacion con 80 — 120 cm de profundidad con 39.8 — 64.1 copias (p
> 0.05). En el caso de raices de soporte tuvieron un comportamiento variable con 3.2 —
144.5 copias, donde una muestra colectada a 110 cm de la zona de goteo de C. sinensis 'y
80 cm de profundidad se encontro la concentracion estadisticamente mas alta con 144.5
copias CLas (p = 0.001) (Figura 6D).

Numero de copias ClLas
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90 |
80 A
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Figura 6. A. Cuantificacion de CLas por tipo de raiz: soporte, conduccion y absorcion en arbol A3 HLB-asintomatico C. sinensis / C.
aurantium. B. Cuantificacion de CLas en seis distancias seccionales del tronco entre 80 y 240 cm. C. Cuantificacion de
CLas en cuatro profundidades seccionales de suelo entre 20 — 110 cm. D. Cuantificaciéon de CLas integrando los tres
factores tipo de raiz, distancia y profundidad. Barras de desviacion estandar con letras distintas fueron estadisticamente
diferentes mediante ANOVA y comparacion de medias Tukey (p = 0.05).
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Simulacién espacial geoestadistica de CLas. La concentracion de CLas en el sistema raiz
mostr6é diversos escenarios de distribucion y movilidad estimado a través del modelo
tridimensional de muestreo (Figura 3 y 7). En general, se evidenciaron dos secciones de
mayor intensidad y concentracion de carga de indculo (80 — 144 copias), asociadas a la
zona media de goteo (140-220 cm) y estratos de profundidad medios (40-80 cm) (Figura
7A). El modelo de interpolacion geoestadistica evidencio el gradiente de mayor intensidad
(144 copias) entre secciones de raices de conduccion en la zona media de goteo del dosel.
Un segundo gradiente de alta intensidad (> 80 copias CLas) se ubicé en zona de raices de
absorcion (Figura 7A).

La simulacion de movilidad de CLas mediante el analisis geoestadistico Grid Vector
Map mostr6 que las dos secciones de concentracion bacteriana se asociaron a patrones de
movilidad diferenciados por el tipo de raiz colonizada. La primera, entre 140 — 160 cm a
partir del eje principal y 20 — 65 cm de profundidad, asociada a incidencia en raices de
conduccion (d = 6.38 mm). En esta seccion el patron de movilidad con mayor carga de
indculo (tamafio y color-rojo del vector) fue hacia distancia de tronco entre 160 —200 cm
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Figura 7. A. Anilisis geoestadistico 3D wireframe de la cuantificacion de CLas asociado a un sistema de muestreo 3D-seccional en raices
de soporte (d =18 mm), conduccion (d = 6.3 mm) y absorcion (d = 1.5 mm) en arbol A3 Valencia C. sinensis / C. aurantium.
B-E. Analisis geoestadistico Grid Vector Map para representar la movilidad de la carga bacteriana de CLas en muestras de
raices totales (B), soporte (C), conduccion (D) y absorcion (E). Los vectores muestran en tamafio y color la carga de indculo
por region del tipo de raiz analizada. La direccionalidad y magnitud (tamafio) del vector simula la movilizacion e intensidad
de movilidad de CLas a nivel de la estructura de raiz. En el cuadro inferior (B), el nimero de copias de bacterias se relaciona
con el tamaiio y el color de flechas como medida de referencia.
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y profundizacion de suelo 40 — 60 cm. La segunda, entre 180 — 240 cm y 80 -110 cm,
respectivamente, asociada a raices de soporte (d = 18 mm) y de absorcion (d = 1.5 mm)
con patron de movilidad ascendente desde estratos de profundidad de suelo en 110 cm hacia
20-40 cm (Figura 7B).

La incidencia en raices de soporte mostrd gradiente decreciente de CLas (30 — 118
copias) a profundidad mayor de 40 cm hacia zona de 220 cm respecto al tronco de
C. sinensis. La mayor carga e intensidad de CLas (90 — 114 copias) estuvo asociada a 70 —
110 cm de profundidad y 200 — 250 cm de distancia del tronco (Figura 7C). La carga de
CLas en raices de conduccion mostraron patrones de movilidad variables y aleatorios a
nivel de estratos y profundidad, sugiriendo mayor capacidad de movilidad y menor
restrictividad por amplia distribucion en la estructura radicular. El gradiente de carga
bacteriana (30 — 71 copias) para raices de conduccion se asocid principalmente entre 20 —
60 cm profundidad y 80 — 160 cm de distancia de tronco, con una extensiéon de menor
intensidad y carga de indculo (20 — 25 copias) entre 80 — 100 y 200 — 240 cm (Figura 7D).
En raices de absorcion, la mayor carga de indculo y capacidad de movilidad se asocio6 a
estratos de profundidad de suelo entre 80 — 110 y 80 — 280 cm de distancia del tronco,
sorpresivo ya que las raices de absorcion tienen en general mayor predominancia en la
superficie y periferia del sistema radicular. La mayor carga de indculo (31 — 70 copias) se
concentr6 a 160 — 240 cm de distancia. El patron de movilidad tuvo direccionalidad
ascendente con predominancia a partir de 110 cm hacia el estrato 60 cm de profundidad.
Con menor carga bacteriana (5 — 18 copias), se evidenci6 patrén de dispersion periférico
convergiendo en la zona media de profundidad y de distancia del tronco (Figura 7E).

DISCUSION

La hipétesis de la condicion asintomatica de HLB asociada a un prolongado periodo de
incubacion (PI) en respuesta a infeccion de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) en
arboles de naranja Valencia (C. sinensis / C. aurantium), con edad superior a 30 afios en
huertos comerciales del Centro Golfo de México, se analizé mediante la concentracion y
distribucién espacio-temporal de la bacteria en tejido del dosel y tres tipos de raiz en
condiciones de confinamiento. Durante siete colectas mensuales y un total de 1 540
muestras analizadas no se reportaron sintomas visuales a pesar de 39.4 — 49.5 % de
muestras qPCR positivas detectadas con una distribucion relativamente generalizada en
dosel y en ramas proximales (50.9 %) y distales (49.1 %). La ausencia de sintomas por al
menos 7 meses contrasta con la incubacion de CLas por dos a cinco meses en plantas de
1.5 afios de C. sinensis / C. limonia después de infeccion inducida con Diaphorina citri
infectiva (Canale et al., 2020). No obstante, la incubacion asociada a una condicion
presintomatica de HLB es variable en citricos, y se ha reportado de meses a aflos,
dependiendo de la densidad poblacional del vector, carga de indculo, edad de planta, injerto
/ portainjerto, deteccion en huertos comerciales o traspatios, entre otros factores
epidemiologicos (Gottwald et al., 2010). Sin embargo, varios de estos reportes han sido
estimaciones empiricas o sin un sustento experimental.

En este trabajo, el periodo de incubacion se refiere al tiempo que transcurre entre una
infeccion exitosa via D. citri y la expresion de los primeros sintomas visibles de HLB. En
este caso, debido el novel experimento desarrollado para una condiciéon asintomatica
natural en campo, la infeccion no pudo ser controlada y por tanto se desconoce el tiempo-
0. Sin embargo, la premisa fue que la concentracion bacteriana debia ser incremental y
exhibir gradualmente una colonizacion cronica-sistémica dosel-raiz en caso de que la
condicidon asintomatica fuera transitoria y se explicara por un prolongado periodo de
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incubacion. El objetivo no fue estimar el periodo de incubacion, pero si analizar este evento
como causal de un retraso en la expresion de sintomas.

Sintomas visibles iniciales caracteristicos en follaje, posteriores a la infeccion de CLas,
también son variables en funcion de especie citricola, condiciones climaticas, carga-fuente
de indculo y otros factores (Canale et al., 2020; Esquivel-Chéavez et al., 2012; Lopes et al.,
2009). En una condicion HLB crénica-asintomatica, el criterio de sintoma no es un
parametro de referencia para determinar P/, principalmente cuando se ha demostrado en
condiciones de dispersion natural, en huertos comerciales, alta concentracion bacteriana (1
x 10° copias) y bajos umbrales de adquisicion de CLas por D. citri (2 694 copias (G. Mora,
No publicado). Complementariamente, el PI es parte del proceso de patogénesis sensu
Vanderplank, concebido para infecciones locales con sintoma-signo visible (p.e. fungosas),
no sistémicas como corresponde a CLas. En consecuencia, el periodo de latencia (PL) en
CLas, entendido clasicamente como el tiempo que requiere un patdgeno para producir
nuevo inoculo a partir del primer sintoma visible en planta, se ha inferido indirectamente
con la capacidad de D. citri para adquirir CLas e infectar nuevas plantas, resultando en
periodos inferiores hasta de 1-mes respecto a P/ (Canale et al., 2020). Esto implica que PL
no es sucesivo y sincréonico con PI sensu Vanderplank y que la comprension de la
patogénesis en infecciones sistémicas requiere otro marco histoldgico-mecanistico
(Esquivel-Chavez, 2016; Esquivel-Chavez et al., 2012). En esta investigacion PI fue
inferido a través de la dindmica de indculo, i.e. multiplicacion y distribucion en el
hospedero.

Aunque estas restricciones metodologicas y bioldgicas evidencian la complejidad para
explicar mediante P/ la condicion HLB-asintomatica, un aspecto critico es determinar si la
dinamica espacio-tiempo de la concentracion bacteriana puede determinar una condicion
asintomatica cronica, i.e. permanente, o transitoria a una eventual expresion de sintomas
visibles. Por ejemplo, la intensidad en la expresion sintomatica de HLB, y
consecuentemente de la concentracion, se ha asociado a variables ambientales
(Temperatura y HR) y migracion de la bacteria hacia la raiz (Bassanezi et al. 2013b). La
concentracion de CLas en regiones calidas de San Pablo, Brasil, se relacion6 con
temperatura y HR alta (Lopes et al., 2009). En S.J. Acateno, la mayor incidencia de
muestras (37 — 87 positivos) y concentracion de CLas (2.1 — 3.5 log) estuvo asociado a
variacion térmica importante de 19.1 —27.6 °C (kX = 24.4 £ 3.0) y moderada a alta humedad
74.4 —98.7 HR (X = 89.2 £ 9.9). Por el contrario, en la fase de disminucién de CLas estuvo
principalmente asociado con menor rango de temperaturas de 12.1 —23.6 °C (x = 19.1 +
2.6) que con humedad (79.7 — 98.9 HR, X = 92.0 + 7.5).

En general, a nivel de arbol se observod efecto temporal de CLas en dosel (p < 0.0001)
teniendo las muestras de verano significativamente mayor concentracion (2.1 — 3.5 log-
CLas) comparado con primavera y otofio-invierno (< 1.8 log-CLas). Notar, sin embargo,
que temperaturas en S.J. Acateno no son extremas y el efecto de verano puede ser inverso
en otras latitudes. Otros trabajos han reportado diferencias entre estaciones, validando la
fluctuacion estacional de la bacteria en condiciones de huertos comerciales sintomaticos
(Sauer et al., 2015). Esto indica que la temperatura estd implicada en cambios de
concentracion de CLas pero no explica un efecto asintomatico por PI.

La premisa de atribuir la condicion asintomatica a P/ prolongado, inferido por carga de
indculo incremental en tiempo y espacio dosel-raiz también se descartd en esta
investigacion. La concentracion de CLas fue fluctuante en el rango de 1.5 — 3.5 log de
copias/reaccion 100 mL durante el periodo de evaluacion (rango = 6.3 - 68 870.7 copias).
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Estudios de CLas mediante infeccion controlada en plantas jovenes de C. sinensis Pera
sugieren estabilidad en detectabilidad visual con aproximadamente en 5 log células g”!, 40
dias después de la inoculaciéon y un umbral minimo de 2.6 log (2.6 — 3.6 log CLas) para
expresion de sintomas en brotes nuevos, 24 dias después de inoculacion (Cui et al., 2022;
Alves et al., 2021). Aunque en este trabajo los resultados superaron ese umbral durante al
menos dos periodos mensuales continuos y hasta cuatro discontinuos, la condicion
asintomatica se mantuvo.

A nivel sector-rama o sector-dosel, la concentracion de CLas tuvo diferencias
estadisticas (p = 0.07). Las ramas mostraron carga de indculo heterogéneas entre sectores
alcanzando hasta 2.4 — 5.1 log-CLas. Este efecto ha sido registrado en Brasil en arboles
adultos en campo en distintos cultivares de C. sinensis con variaciones contrastantes de
Ct’s en cuadrantes del dosel (Sauer et al., 2015), evidenciando alta variabilidad de la
bacteria intra-planta y la necesidad de estudios adicionales sobre los procesos de infeccion
y colonizacion de CLas en planta (Raiol-Junior et al., 2020), sobre todo en condiciones de
huertos comerciales.

La parametrizacion epidémica de carga de inoculo (Y;, Y y Yy) a partir de las curvas
de concentracion de CLas valido la fluctuacion temporal de la bacteria, no incremental ni
gradual sobre dosel, fortaleciendo el nulo o bajo efecto de P/ en la condicion HLB-
asintomatico. La mayor positividad y concentracion de CLas (¥uax) S encontrd asociada
al sector medio-superior del dosel. El in6culo en la fase inicial (¥;) y final epidémica (¥y)
mostréd movilidad hacia sectores inferior e inferior-superior, respectivamente. El efecto de
mayor concentracion en sector medio-superior puede estar asociada la emision de brotes y
renovacion de tejido (Raiol-Junior et al., 2020), los cuales pueden ser reservorios
asintomaticos de la bacteria y fuente de adquisicion - dispersion por medio del insecto-
vector. Lee y colaboradores (2015) simularon que en aproximadamente un afio hasta 12
000 individuos de D. citri / arbol pueden ser infectivos (Lee et al., 2015).

A nivel de reconocimiento, la expresion temporal y espacial de efectores de CLas (p.e.,
CLIBASIA 03875, CLIBASIA 04800, CLIBASIA 05640, etc.) también debe
considerarse en la colonizaciéon temprana, supresion de genes de tolerancia y la
supervivencia de largo plazo, potencialmente involucrados en una condicion asintomatica
o presintomatica (Shi et al., 2019).

La condicion asintomatica asociada al movimiento de CLas hacia la raiz es un factor
bioldgico y epidemiologico de relevancia (Bassanezi et al. 2013b). Estudios recientes han
documentado movimiento de CLas hacia tejidos de raiz y foliares recién desarrollados
(Raiol-Junior et al., 2020). Sin embargo, el factor raiz ha sido poco estudiando directamente
en campo por priorizar el diagndstico visual-sintoma, por métodos gendomicos PCR, y la
dificultad del muestreo en raiz debido a su estructura compleja en Citrus spp. (Alves et al.,
2021).

La deteccion de CLas en raiz de plantas jovenes puede preceder una condicion no
detectable y asintomatica en follaje, y que puede ser hasta tres veces mas eficiente que en
hojas (Xie et al., 2021; Braswell et al., 2020; Raiol-Junior ef al., 2020; Graham et al., 2014;
Johnson et al., 2013). No fue el caso en estos resultados favoreciendo la idea que P/ no esta
implicado mecanisticamente. En general, CLas tuvo una distribucion generalizada en dosel
- raiz. La probabilidad de detectar CLas en raices vs. tejido no fue estadisticamente
diferente (38.7 vs. 41.9 %, p < 0.05), pero si hubo diferencias en la carga de inoculo (p =
0.0001) con 9 —43.4 respecto a 6.3 - 68 870.7 copias en tejido foliar asintomatico. También
hubo efecto del tipo de raiz con 47.6, 15.4 y 38.7 % de muestras positivas de un total de
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111, y 38.3, 43.4 y 9.5 copias promedio de CLas para raices de soporte, conduccion y
absorcion, respectivamente (p < 0.0001). Por el contrario, Raiol-Junior y colaboradores
(2020), los cuales trabajaron en condiciones controladas con plantas de 60 cm de Pera C.
sinensis / C. volkameriana, las raices jovenes (absorcion) tuvieron la mayor carga
bacteriana después de poda en raiz.

Es importante remarcar que los resultados de la dinamica de CLas es inherente a la
interaccion indculo inicial - planta sin influencia de fuentes externas de inoculo ya que
eventos de reinfeccion via D. citri, y eventual transmision de otras variantes CLas asociadas
con mayor agresividad (G. Mora, No publicado), se eliminé mediante el confinamiento de
arboles.

Otros factores, como el efecto densidad vector, variante de CLas y combinacion injerto
/ portainjerto no pude ser obviado en estudios de una condicidn asintomadtica. Por ejemplo,
en S.J. Acateno, Puebla se registraron bajas poblaciones de D. citri con 2.9 — 3.2 insectos
promedio / trampa pegajosa amarilla en los periodos con mayor deteccion de muestras
positivas en dosel, significativamente menor a regiones de alta densidad, como en
Tecoman, Colima con 18.3 — 56.1, y Martinez de la Torre, Veracruz 5.4 — 7.9 D. citri
promedio / trampa (SIMDIA, 2022). Analogamente, condiciones cronico - endémicas
desde 2010 en México (Mora-Aguilera et al., 2014), la carga bacteriana ha sido muy alta
superando las 2.5 x 107 copias de CLas en C. aurantifolia | Macrophylla o Volkameriana
en Colima o Michoacan (De la Rosa, 2016), contra un rango de 6.3 - 68 870.7 copias en
este trabajo.

Otra consideracion en condicidén presintomatica es la modificacion estructural del
floema en tejido infectado p.e., acumulacion almidon, engrosamiento de la pared celular,
expresion de genes de calosa y proteinas (p.e., CALLOSE SYNTHASE7 y PHLOEM
PROTEIN?2), resultando en el taponamiento diferencial de haces vasculares segtin tipo de
citrico / portainjerto mas que a carga de indculo o movimiento intra-planta de CLas
(Cavichioli et al., 2022; Xie et al., 2021; Achor et al., 2020). Este comportamiento se
reportd en parénquima en empalizada y esponjoso de tejido sintomatico de C. aurantifolia
en comparacion con C. sinensis. En particular el area y anchura de floema en tejido
asintomatico de plantas infectadas fue 1.9 veces menor en naranjo dulce (Esquivel-Chavez
etal., 2012).

Estos resultados proporcionan evidencia de que P/ no explica la condicion asintomatica
de CLas en el entorno productivo de S.J. Acateno. Adicionalmente, refuerza la importancia
de disefiar estrategias para establecer sistemas eficientes de vigilancia-monitoreo para
deteccion de CLas en condiciones asintomaticas cronicas o transitorias. Asi mismo,
generan nuevas perspectivas de manejo con base en la comprension genética de la
interaccion planta-patégeno e implicaciones epidémicas. Este es el primer trabajo que
analiza Pl mecanisticamente, a nivel dosel — raiz, las detecciones iniciales de HLB-
asintomatico en México en arboles productivos adultos de Valencia C. sinensis /
C. aurantium en condicién de campo.

CONCLUSIONES

Este trabajo es parte de una amplia investigacion conducida por el grupo CP-LANREEF,
enfocada a analizar por primera vez la condicion asintomatica de HLB en Valencia Naranjo
dulce / N. agrio. Especificamente, este trabajo demostrd que un periodo de incubacion
prolongado no determina la condicién asintomatica con base en la variacion espacio-
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temporal de la concentracion de Candidatus Liberibacter asiaticus a nivel dosel - raiz
planta.

La condicion positiva asintomatica de Clas se mantuvo a través de siete evaluaciones
mensuales de tejido aéreo y una evaluacion exhaustiva de raiz. La concentracion fue
fluctuante, no incremental, con diferencias estadisticas segtn estacionalidad o tipo de raiz.
La distribucion relativamente homogénea de CLas en dosel del arbol y la presencia de esta
bacteria en raices de soporte, conduccion y absorcion sugiere una infeccidon cronica de
mediano-largo plazo, por lo que la ausencia de sintomas visibles puede tener otras causas
de tipo fisiologico, histologico o genético inherente al patdégeno. Adicionalmente, la
eventual ocurrencia de sintomas en arboles asintomaticos debe considerar la reinfeccion de
variantes y cambios en la estructura poblacional del patogeno. Estos resultados contribuyen
a fortalecer estrategias de sistemas de vigilancia-monitoreo por estacionalidad, sectores
dosel-rama y tipo de tejido con mayor probabilidad de deteccion aun en condicion
asintomatica y generan nuevas perspectivas de manejo de CLas.

Limitaciones

Este trabajo se realizd durante siete meses en arboles de Naranjo dulce / N. agrio
comerciales de edad superior a 30 afios de la region Centro-Golfo de México. Se desconoce
el efecto de otras condiciones productivas y climaticas en una eventual condicion
asintomatica de HLB.
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