
  

 

Copyright: © 2025 por los autores. Licencia RMF / SMF, México. Este Artículo es de acceso abierto distribuido bajo 

los términos y condiciones de la Sociedad Mexicana de Fitopatología. www.rmf.smf.org.mx. 

e-ISSN: 2007-8080 

  Open access 

  Revista 
       Mexicana  
             de  
             Fitopatología 

   

 

Artículo Científico  

Distribución de Candidatus Liberibacter asiaticus en dosel y raíz 

de Citrus sinensis en una condición asintomática 

Gustavo Mora-Aguilera*1, Gerardo Acevedo-Sánchez1, Verónica Martínez-Bustamante1, Viridiana López-Bautista1, 

Ma. Alejandra Gutiérrez Espinosa2, Pedro Robles-García3. 1Laboratorio de Análisis de Riesgo Epidemiológico 

Fitosanitario (CP-LANREF), 2Fruticultura, Colegio de Posgraduados, Carretera México-Texcoco Km. 36.5, Montecillo, 
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RESUMEN  

Antecedentes/Objetivo. El presente estudio analizó por primera vez la condición asintomática inducida por 

CLas en Citrus sinensis / C. aurantium a partir de primeros reportes en la región Centro Golfo de México. El 

objetivo fue analizar con un enfoque mecanístico la concentración espacio-temporal de CLas a nivel planta en 

condición de huertos comerciales para demostrar la posible implicación de un prolongado periodo de 

incubación (PI) en la expresión asintomática de HLB. 

Materiales y Métodos. Se confinaron dos de tres árboles (A1-A3) (>30 años) de naranjo dulce Valencia 

asintomáticos positivos a CLas, identificados mediante protocolos oficiales de diagnóstico en San José 

Acateno, Puebla. En los árboles 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 raíz se 

muestrearon tres categorías por diámetro/función y por combinación de seis sectores distales del tronco (0-280 

cm) por 4 de profundidad (0 x 110 cm) con un total de 111 muestras. La extracción de ADN se realizó con 

CTAB 2 % y cuantificación por qPCR (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 estadística (p = 0.48). La carga de inóculo fue 1.6 (±1.3) log-CLas, equivalente a 109 

copias/reacción en 100 mL (rango en número 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 encontró fluctuación temporal entre junio – octubre de 

muestras positivas (37 – 87, p < 0.0001) y de concentración de CLas (1.6 - 3.5 log-CLas, p > 0.72). La 

distribución de CLas por rama tuvo efecto temporal (p = 0.0001) y por sectores (p = 0.07) evidenciando alta 

movilidad y estacionalidad. La concentración máxima (Ymax) se encontró asociada al sector medio-superior del 

dosel, y de alta movilidad hacia sectores inferior y superior en Yinicial y Yfinal. En raíz, se encontró 38.7 % de 

positividad. La detectabilidad de CLas fue homogénea entre los tipos de raíz (p < 0.0001) pero variable en 

concentración (p = 0.04). El 47.6, 15.4 y 38.7 % de incidencia en raíz se asoció con 38.3, 43.4 y 9.5 promedio 

de copias CLas para soporte, conducción y absorción, respectivamente (p = 0.0001). Dos secciones de mayor 

intensidad-concentración de CLas (80 – 144 copias) se asociaron a raíz en zona media de goteo (160 - 240 cm) 

y estratos de profundidad medios (50 - 80 cm). 

Conclusión. CLas se detectó significativa y consistentemente en tejido vegetal y raíz durante todo el periodo 

experimental, pero a concentraciones fluctuantes, no incrementales, y análoga entre árboles A2 y A3. La amplia 

distribución en dosel-raíz sugiere un efecto crónico sistémico. En consecuencia, el periodo de incubación no 

determina la condición asintomática en el sistema productivo naranjo dulce/naranjo agrio investigado. Otros 

factores, p.e. inherentes a la variabilidad del patógeno, podrían 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 detección de CLas aun en una eventual condición asintomática y generan 

nuevas perspectivas de manejo de CLas. Este es el primer trabajo que analiza PI mecanísticamente, a nivel 

dosel – raíz, las detecciones iniciales de HLB-asintomático en México en árboles productivos adultos de 

Valencia C. sinensis / C. aurantium en condiciones de campo. 
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INTRODUCCIÓN   

El Huanglongbing o HLB causado por Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) se 

detectó en Yucatán, México en julio 2009. Actualmente, está presente en más de 351 

municipios de prácticamente todos los estados productores comerciales de cítricos 

(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 Pacífico con 

alta intensidad, prevalencia y carga inóculo en vector-planta asociado a huertos comerciales 

predominantemente Citrus aurantifolia, y 2) en la Península de Yucatán con moderada-

baja intensidad, prevalencia y carga inóculo vector-planta en traspatios de Citrus latifolia 

(Mora-Aguilera et al., 2014; Flores-Sánchez et al., 2015). Sin embargo, en la fase de 

dispersión regional e intrarregional del vector y la enfermedad (2015-2018), escenarios 

epidémicos diferenciales respecto a incidencia y endemicidad se presentaron en 

condiciones regionales específicas de producción, manejo, clima, entre otras, p.e., Centro-

Golfo con cítricos dulces en áreas comerciales y de traspatios (C. sinensis, C. reticulata, 

entre otras) o Noreste con huertos comerciales de alta producción-rendimiento en C. 

sinensis y C. reticulata.  

En México, resultados e indicadores epidemiológicos publicados sobre dispersión intra-

parcelaria o regional del complejo CLas- Diaphorina citri (Dc) (Gottwald et al., 2014; 

Bassanezi et al., 2005; 2013a; Esquivel-Chávez, 2011), tasas epidémicas temporales 

(Mora-Aguilera et al., 2014; Bassanezi et al., 2005; 2013a; Robles-González et al., 2013; 

Esquivel-Chávez, 2011), escenarios de dispersión regional (Flores-Sánchez et al., 2017; 

Mora-Aguilera et al., 2014; Robles-González et al., 2013), entre otros, se emplearon para 

establecer estrategias oficiales de muestreo, monitoreo, delimitación y control de brotes a 

través de Áreas Regionales de Control de Dc (ARCOs) bajo condición sintomática (Flores-

Sánchez et al., 2017; Mora-Aguilera et al., 2014; Bassanezi et al., 2013a; DGSV-

SENASICA, 2010). 

Un novel escenario se presentó en México a partir de la detección de cinco muestras 

vegetales CLas-positivas de C. sinensis procedentes de árboles asintomáticos en huertos 

comerciales de Acateno, Puebla (SENASICA, 2012; 2015).  No se observó expresión de 

los síntomas característicos de HLB en condiciones de México como aclaramiento de 

nervaduras, moteado difuso o amarillamiento tenue generalizado (Esquivel-Chávez et al., 

2012). Interesantemente, esta condición prevaleció hasta diciembre 2015 (2.5 años), mayor 

a lo reportado en una condición asintomática asociada al periodo de incubación de CLas 

(Canale et al., 2020; Lopes et al., 2009).  

En este contexto, la Dirección General de Sanidad Vegetal (DGSV) adscrita al Servicio 

Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) en México 

solicitó al Laboratorio de Análisis de Riesgo Epidemiológico Fitosanitario (CP-LANREF) 

el confinamiento de dos árboles de Citrus sinensis positivos a CLas y el desarrollo de líneas 

de investigación para explicar la condición asintomática. El presente estudio analiza una 

de cinco hipótesis investigadas simultáneamente para explicar la situación asintomática 

inducida por CLas en Citrus sinensis / C. aurantium en el Centro-Golfo de México. El 

objetivo fue analizar la concentración espacio-temporal de CLas a nivel planta en condición 

comercial para demostrar la posible implicación de un prolongado periodo de incubación 

en la condición asintomática de HLB, bajo la premisa de que la concentración bacteriana 

debía ser incremental y exhibir gradualmente una infección crónica-sistémica a través de 

un periodo de infección-incubación. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  

Confinamiento de plantas asintomáticas. En diciembre de 2013, se confinaron dos 

árboles (A2 y A3) de naranja dulce Valencia (Citrus sinensis) positivos a Candidatus 

Liberibacter asiaticus (CLas) confirmados mediante protocolo RT-PCR, para estudiar la 

condición asintomática del patógeno en cítricos dulces. Se emplearon estructuras metálicas 

de 8 x 8 x 8 m (largo x ancho x alto) protegidas con doble malla antiáfidos siguiendo 

especificaciones definidas por la DGSV-CNRF (Figura 1A). El propósito fue evitar 

reinfecciones vía vector y la dispersión del aislado de CLas detectado. Para cada estructura 

se colocó 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 árbol (Figura 1B). Adicionalmente, se instaló una estación climática Davis® 

(Vantage Pro 2 Plus) para medición de precipitación, evapotranspiración, radiación solar y 

otras variables complementarias (Figura 1C). Durante el experimento se eliminaron 

malezas mecánicamente y no se aplicaron agroquímicos. El riego fue de temporal. 

 

Figura 1. Estructura de Confinamiento por árbol, HLB-asintomático qPCR CLas positivo, de naranja Valencia Citrus sinensis 

/ C. aurantium. A. Estructura metálica de confinamiento (8 x 8 x 8 m) con malla antiáfidos. 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 área confinada; C. Estación 

climática Davis Vantage para medición de variables climáticas complementarias como precipitación, velocidad y 

dirección de viento, evapotranspiración, etc. 

Selección y muestreo de tejido vegetal. Un total de 13 y 16 ramas primarias se marcaron 

en árboles A2 y A3, respectivamente (Figura 2A). La enumeración de ramas se realizó en 

sentido de las manecillas del reloj en dirección Oeste-Este (Figura 2B). Por rama primaria, 

fueron seleccionadas y marcadas ramas secundarias específicamente 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 óptimo para análisis molecular. Las muestras de tejido 

vegetal se colectaron de la región distal y proximal (Figura 2C). Para muestras distales, se 

identificó el crecimiento vegetativo reciente y se tomó un foliolo del brote, y para muestras 

proximales se colectó una hoja del brote vegetativo del ciclo previo. Todas las muestras se  
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Figura 2. A. Árbol Valencia C. sinensis / C. aurantium HLB-asintomático CLas-positivo confinado en jaulas con malla 

antiáfidos. Los listones rojos y amarillos muestran la selección y marcaje de ramas primarias (rojo) y secundarias 

(amarillo) para muestreo mensual en sección proximal o distal de mayo a diciembre. B. Ejemplificación de método 

para la numeración de ramas en el orden de las manecillas de reloj. C. Estructura de una rama de cítricos para 

selección de hojas proximales y distales. Se colectaron un total de 1 540 muestras / árboles A2 y A3. 

etiquetaron y se conservaron en frio en campo y laboratorio. Para análisis molecular se 

empleó 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 raíces. Para el muestreo de raíces se marcó sobre la superficie del suelo un 

triángulo 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 = 80 - 110 cm) (Figura 3C-D). Por estrato, se colectaron muestras 

de raíz clasificadas por su estructura-función de soporte (S), conducción (C) y absorción 

(AB). En cada sección-estrato, la tierra fue cernida para separar la raíz 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 raíz se 

separaron en la clasificación 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 raíces de conducción y soporte, se tomó la corteza (floema) 

la cual fue molida con nitrógeno líquido en un mortero. Las raíces de absorción fueron 

molidas usando el tejido total disponible. Por cada sección-estrato al menos tres 

submuestras fueron analizadas por qPCR con un total de 111. 

Análisis molecular, diagnóstico y cuantificación de CLas. La extracción de ADN total 

de muestras vegetales y raíz se realizó con el método CTAB 2 % con buffer salino a partir 

de 100 mg de material vegetal y raíz. La cuantificación por qPCR se realizó en StepOne™ 

(Applied Biosystems®, Foster City, CA) con el método de curva estándar, 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 Taqman (5´- AGA CGG GTG AGT AAC  
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Figura 3. Sistema de muestreo 3D-seccional para la colecta de raíz en árbol A3, HLB-asintomático qPCR positivo, de C. 

sinensis / C. aurantium. A. Diseño utilizado para colecta de raíz considerando la distancia proximal al tronco y 

hasta zona de goteo (0 - 280 cm) y cuatro profundidades (0 – 110 cm). B. Diseño y marcado de los estratos de 

excavación. C. Delimitación de la zona de excavación y cernido de tierra de los distintos estratos. D. Estratos 

excavados y muestreados para la selección de muestras de tres tipos de raíz para cuantificación de CLas por qPCR. 

Un total de 24 bloques de suelo fueron muestreadas (6 x 4) y 111 muestras qPCR-analizadas. 

GCG -3´) (Li et al., 2006). La reacción consistió 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 óptimo, fueron consideradas positivas. Las muestras 

con Ct >35 se consideraron negativas.  

Para la cuantificación del número de copias genómicas de CLas en las muestras, se 

generó una curva de calibración externa. Se utilizó el fragmento del gen 16S rDNA clonado 

en un plásmido (PGEM-T ® Promega®), el cual se purificó y cuantificó por uv-

espectrofotometría (Nanodrop 1000) con diluciones seriales; éstas se sometieron a 

amplificación con tres repeticiones por concentración y se utilizó una regresión logarítmica 

para estimar la concentración de CLas, y = 41.95 - 3.37 (Log Starting Quantity) (r2=1, 

eficiencia 97.9 %), y = Ct, que calcula el número de copias del gen 16S ADNr. Para reducir 

efecto de variabilidad y con fines de comparación de la concentración de ADN se realizó 

una dilución a 20 ng µL-1. 

Parametrización y análisis epidemiológico. Los resultados de qPCR se integraron en una 

matriz epidemiológica temporal. Se construyeron curvas epidémicas de CLas usando la 

cuantificación de copias CLas (Q) y el número de muestras positivas con respecto a 

intervalos mensuales de tiempo. Por curva epidémica de CLas se parametrizaron tres 

ventanas de ocurrencia, el Yi como el inicio del muestreo (t = 0), caracterizado por periodo 

de estrés hídrico pre-lluvias; el Ymax como el periodo de mayor carga de inóculo en planta; 

y Yf como fase final de la curva epidémica de CLas.  

La parametrización se realizó por árbol, rama y región distal o proximal de colecta. 

Mapas vectoriales geoespaciales de Q y log(Q) interpoladas por ventana de ocurrencia 

epidémica (Yi, Ymax y Yf) y por estructura de raíz (soporte, conducción y absorción) se 

procesaron y analizaron en Golden Surfer® v10. Análisis estadísticos ANOVA y 

comparación de medias por Tukey (p = 0.05) se realizaron en SAS 9.4.  
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RESULTADOS 

Detección y cuantificación 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 árbol 

2 (A2) y 756 del árbol 3 (A3) (Cuadro 1). El 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 estadísticas entre árbol (p = 0.48), A3 obtuvo 52.2 % (337 positivas, Ct = 22.7 

– 34.9) 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 árboles confinados (A2 = 164; A3 = 165) (p = 

0.97). En zona proximal de la rama, A3 tuvo mayor número 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 árbol fue mayor en A3 con 49.5 % en comparación 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. Comparación del número de muestras positivas por qPCR en siete muestreos mensuales realizados en árboles HLB-

asintomáticos de Valencia C. sinensis (A2 y A3) durante mayo – diciembre y distribución de carga de inóculo (CLas) 

por sección proximal y distal de ramas seleccionadas y marcadas para monitoreo bacteriano. 

Fecha 

Colecta 

Muestras positivasx 

(Log[Q CLas])y 

Número de muestras positivas por  

sector de rama (Log[Q 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 (2.3 ± 1.1) 33 (1.8 ± 1.4) 42 (2.6 ± 0.8) 

25 jul. 65 (2.0 ± 1.4) 73 (2.8 ± 1.8) 33 (0.5 ± 0.8) 36 (2.2 ± 1.4) 29 (1.7 ± 1.4) 40 (2.8 ± 1.8) 

31 ago. 36 (0.5 ± 0.8) 78 (2.4 ± 1.2) 35 (2.2 ± 1.1) 19 (1.4 ± 0.8) 17 (1.2 ± 0.9) 43 (2.6 ± 1.3) 

02 oct. 75 (2.0 ± 1.3) 45 (1.5 ± 1.1) 17 (1.4 ± 1.2) 39 (2.3 ± 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 (0.9 ± 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) 

(39.4 %) 

337 (1.8 ± 1.4) 

(44.5 %) 

165 (1.5 ± 1.3) 

(53.4 %) 

164 (1.8 ± 1.3) 

(48.7 %) 

144 (1.2 ± 1.2) 

(46.6 %) 

173 (1.8 ± 1.4) 

(51.3 %) 

A2+A3 
646 (1.6 ± 1.3)  

(41.9 %) 

329 (1.6 ± 1.3)  

(50.9 %) 

317 (1.5 ± 1.3)  

(49.1 %) 
xMuestras totales por fecha: 112 árbol A2 y 108 árbol A3. Total = 1540 muestras en el periodo experimental. 
yNúmero promedio de copias log-CLas ± desviación estándar. 

La carga de inóculo estimada por el promedio de copias de CLas para 646 muestras 

positivas fue 1.6 (±1.3) log, equivalente a 109 copias/reacción de 100 mL (rango en número 

de copias 6.3 a 68 870.7). Los resultados mostraron que CLas no fue estadísticamente 

diferente (p = 0.33) entre muestras positivas de la zona distal (1.6 log-CLas) respecto de 

proximal (1.5 log-CLas). Por árbol, A3 mostró significativamente (p < 0.00001) mayor 

carga de inóculo 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 inóculo 1.3 (±1.2) log-CLas respecto a A3 

(p < 0.00001). En muestras de la zona distal, se observó mayor carga de inóculo 1.5 (±1.3) 

log-CLas que la proximal con 1.2 (± 1.2) log-CLas (p = 0.04) (Cuadro 1). 

Fluctuación temporal de CLas en dosel. En general, el periodo de mayor incidencia 

estadísticamente significativa fue entre junio – octubre con 37 – 87 muestras positivas (p < 

0.0001), acumulando 82 % (530) del total de muestras positivas. En A2, con excepción 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 más inductivo (p = 0.0003) con 

promedio mensual de 73 – 87 muestras positivas, acumulando 70.1 % del total. En este 

árbol, octubre – diciembre fue un periodo de decrecimiento constante (p > 0.05) en la 

detección 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 fluctuación de CLas no 

mostró diferencias contrastantes entre árboles (p = 0.5) o periodos de colecta (p > 0.72), 

ubicándose entre 1.6 y 3.5 log-CLas, para meses mayo (A2) y julio (A3).  

 

Figura 4. A. Número de muestras qPCR CLas positivas por árbol (A2 y A3) detectadas en siete fechas de muestreo mensuales 

de Valencia C. sinensis / C. aurantium HLB-asintomáticos. B. Fluctuación temporal de la concentración bacteriana 

en 21 ramas totales de los árboles A2 y A3. C-D. Fluctuación 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. Fluctuación temporal de CLas por rama y árbol A2 (E) y A3(F). 

Círculo punteado en rojo muestra el umbral (log-CLas) mínimo para cuantificación de copias de CLas en muestras 

positivas. 
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A2 tuvo concentración de 1.6 – 2.8 log-CLas, con mayor concentración (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 inóculo 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 inóculo 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 fluctuación de CLas en dosel se encontró a nivel de rama 

(R) y zona de colecta proximal-distal (Cuadro 1 y Figura 4). En general, A2 mostró 

homogeneidad en la distribución 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 ocurrió en el ‘pico’ significativamente de mayor carga de inóculo 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 evidenció alta 

variabilidad en la fluctuación de CLas en dosel de C. sinensis, no fue significativamente 

diferente a nivel de ramas (p = 0.15). Las ramas variaron de concentración de CLas entre 

1.7 log (mayo, R4) y 5.1 log (julio, R13). La carga de inóculo 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 fluctuación temporal en periodo de mayor positividad a nivel de rama, A2 

mostró mayor homogeneidad en la distribución de CLas (p = 0.07). A excepción 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 detectó la 

mayor carga de inóculo (p = 0.0001) (Figura 4E). En A3, la fluctuación temporal de CLas 

por rama fue asimétrica, variable y con mayor concentración 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 distribución de CLas 

constante y homogénea, respectivamente (Figura 4F). 

Distribución y direccionalidad espacial de CLas en dosel en tres momentos 

epidémicos. El análisis de la fluctuación temporal en muestras positivas de carga 

bacteriana de CLas en tres momentos epidémicos (Yi, Ymax y Yf), permitió identificar un 

proceso asincrónico de Ymax y una distribución heterogénea a nivel de dosel entre A2 y A3 

(Figura 5). Por momento epidémico, en Yi (mayo) la distribución del número de copias de 

CLas se concentró en el tercio medio e inferior del dosel en A2 (0.08 – 47.2 copias) y A3 

(6.8 – 38 842 copias). La simulación intra dosel mostró direccionalidad-dispersión de CLas 

sureste-noroeste con la mayor carga de inóculo (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 inóculo con mayor intensidad se ubicó en el centro del 

tercio-medio del dosel con direccionalidad noreste-suroeste (20 – 47.2 copias), y en el resto 

del dosel osciló entre 0.08 – 19.9 copias de CLas (Figura 5B). El Ymax para A2 y A3 ocurrió 

en octubre y julio, respectivamente, posterior al inicio de lluvias (382.2 mm acumulados). 

La carga de inóculo 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 

concentración y distribución de CLas se ubicó 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. Distribución y movimiento espacial de CLas en dosel de árboles HLB-asintomáticos Valencia C. sinensis / C. aurantium. 

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

epidémicos: Yi (mayo), Ymax (julio) e Yf (diciembre), respectivamente, en árbol A3; y B, D, y F para el árbol A2. El 

tamaño y color de los vectores muestran la tendencia espacial y direccional de carga de inóculo. En cuadros inferiores, el 

número de copias se relaciona con el tamaño 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 concentración espacial de CLas. 
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En A3, la movilidad de CLas fue multidireccional con predominancia en carga de 

inóculo este-oeste (Figura 5C). En A2, el efecto en la direccionalidad de la mayor 

concentración de CLas fue principalmente sur-este (Figura 5D). La finalización del ciclo 

epidémico (Yf) ocurrió en diciembre en A2 (0.05 – 15.3 copias) y A3 (0.3 – 51.1 copias) 

(Figura 5F). Con menor carga bacteriana, Yf mostró concordancia en la distribución de 

CLas con respecto a los sectores de mayor inóculo en Yi. En A3, los tercios inferior-superior 

mostraron distribución 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 concentración de CLas (5.9 – 15.3 copias) se asoció al tercio 

medio, directamente vinculado con carga de inóculo en Yi, mientras que la direccional en 

el sector de mayor concentración tuvo tendencia este-oeste. En el resto del dosel la carga 

de inóculo (0.05 – 5.8 copias) presentó una tendencia aleatoria con distribución 

multidireccional en el dosel (Figura 5E).  

Detección y cuantificación espacial de CLas en raíz. Se analizaron por qPCR 111 

muestras totales de raíz divididas en soporte (30), conducción (42) y absorción (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 raíz fue de 38.7 % con umbrales 

de Ct = 32.7 – 35, mientras que el comportamiento por tipo de soporte, conducción y 

absorción fue 47.6, 15.4 y 38.7 %, respectivamente (Cuadro 2).  

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

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

Tipo raíz 
Profundidad 

(cm) 

Distancia a partir de tronco (cm) 
Total %x %y %z 

80 120 160 200 240 280 

Absorción 

(n=39) 

20 0/3 0/3 . 0/3 0/3 0/3 0/15 0 0 0 

50 . 0/3 . 0/3 0/3 . 0/9 0 0 0 

80 . . 0/3 0/3 . 0/3 0/9 0 0 0 

110 . . . 3/3 . 3/3 6/6 100 13.9 5.4 

Conducción 

(n=42) 

20 1/3 1/3 1/3 0/3 3/3 2/3 8/18 44.4 18.6 7.2 

50 . 2/3 3/3 3/3 0/3 . 8/12 66.7 18.6 7.2 

80 . . 2/3 1/3 . 0/3 3/9 33.3 6.9 2.7 

110 . . . 1/3 . . 1/3 33.3 2.3 0.1 

Soporte 

(n=30) 

20 2/3 1/3 . 1/3 4/6 . 8/15 53.3 18.6 7.2 

50 . 3/3 . . 2/3 . 5/6 83.3 11.6 4.5 

80 . . . 1/3 . 0/3 1/6 16.6 2.3 0.1 

110 . . . 3/3 . . 3/3 100 6.9 2.7 

Total  3/9 7/18 6/12 13/33 9/21 5/18 43/111 - 100 38.7 

%v  2.7 6.3 5.4 11.7 8.1 4.5 38.7    

%w  33.3 38.9 50.0 39.4 42.9 27.8 100    
vIncidencia de muestras positivas de CLas a diferentes distancias del tronco relativa al total de muestras analizadas (n = 111). 
wIncidencia de muestras positivas de CLas a partir de diferentes distancias del tronco relativa al subtotal de muestras positivas (n = 

43). xIncidencia de CLas en muestras por estratos de profundidad y tipo de raíz. yIncidencia de muestras positivas de CLas por estratos 

de profundidad y tipo de raíz relativa al total de muestras analizadas (n = 111). zIncidencia de muestras positivas de CLas por estratos 

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

negativo y rojo la máxima detección. 

Respecto a la positividad relativa por estrato de profundidad, raíces de soporte y 

absorción a 110 cm tuvieron 100 % de incidencia (9/9). En raíces de soporte y conducción, 

44.4 – 83.7 % de incidencia relativa se encontró 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 encontró un gradiente de positividad decreciente de 
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55.6 a 26.7 % y un incremento a 77.8 % en 280 cm del tronco asociado específicamente a 

una profundidad de 20 cm. En términos relativos, a 80 y 120 cm de distancia del tronco se 

registró la mayor incidencia con 55.6 y 47.6 %, respectivamente (Cuadro 2). 

Con relación a la concentración y distribución de CLas por tipo de raíz, en soporte y 

conducción se encontró mayor concentración 38.3 (±47.5) y 43.4 (±24.4) copias, 

respectivamente, estadísticamente diferente (p < 0.0001) con respecto a raíces de absorción 

(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 evidenció 

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 concentración bacteriana y 

variabilidad 45.2 – 82.8 copias (Figura 6C). Integrando los tres factores, en general raíces 

de conducción fueron de mayor incidencia (Cuadro 2) y concentración 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 raíces de absorción, CLas estuvo asociada a 110 

cm del tronco en combinación con 80 – 120 cm de profundidad con 39.8 – 64.1 copias (p 

> 0.05). En el caso de raíces 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 encontró la concentración estadísticamente más alta con 144.5 

copias CLas (p = 0.001) (Figura 6D). 

 

Figura 6. A. Cuantificación de CLas por tipo de raíz: soporte, conducción y absorción en árbol A3 HLB-asintomático C. sinensis / C. 

aurantium. B. Cuantificación de CLas en seis distancias seccionales del tronco entre 80 y 240 cm. C. Cuantificación de 

CLas en cuatro profundidades seccionales de suelo entre 20 – 110 cm. D. Cuantificación de CLas integrando los tres 

factores tipo de raíz, distancia y profundidad. Barras de desviación estándar con letras distintas fueron estadísticamente 

diferentes mediante ANOVA y comparación de medias Tukey (p = 0.05). 
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Simulación espacial geoestadística de CLas. La concentración de CLas en el sistema raíz 

mostró diversos escenarios de distribución y movilidad estimado a través del modelo 

tridimensional de muestreo (Figura 3 y 7). En general, se evidenciaron dos secciones de 

mayor intensidad y concentración de carga de inóculo (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 interpolación geoestadística evidenció el gradiente de mayor intensidad 

(144 copias) entre secciones de raíces de conducción en la zona media de goteo del dosel. 

Un segundo gradiente de alta intensidad (> 80 copias CLas) se ubicó en zona de raíces de 

absorción (Figura 7A).  

La simulación de movilidad de CLas mediante el análisis geoestadístico Grid Vector 

Map mostró que las dos secciones de concentración bacteriana se asociaron a patrones de 

movilidad diferenciados por el tipo de raíz colonizada. La primera, entre 140 – 160 cm a 

partir del eje principal y 20 – 65 cm de profundidad, asociada a incidencia en raíces de 

conducción (d = 6.38 mm). En esta sección el patrón de movilidad con mayor carga de 

inóculo (tamaño y color-rojo del vector) fue hacia distancia de tronco entre 160 – 200 cm 

  

Figura 7. A. Análisis geoestadístico 3D wireframe de la cuantificación de CLas asociado a un sistema de muestreo 3D-seccional en raíces 

de soporte (d = 18 mm), conducción (d = 6.3 mm) y absorción (d = 1.5 mm) en árbol A3 Valencia C. sinensis / C. aurantium. 

B-E. Análisis geoestadístico Grid Vector Map para representar la movilidad de la carga bacteriana de CLas en muestras de 

raíces totales (B), soporte (C), conducción (D) y absorción (E). Los vectores muestran en tamaño y color la carga de inóculo 

por región del tipo de raíz analizada. La direccionalidad y magnitud (tamaño) del vector simula la movilización e intensidad 

de movilidad de CLas a nivel de la estructura de raíz. En el cuadro inferior (B), el número de copias de bacterias se relaciona 

con el tamaño y el color de flechas como medida de referencia. 
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y profundización de suelo 40 – 60 cm. La segunda, entre 180 – 240 cm y 80 -110 cm, 

respectivamente, asociada a raíces de soporte (d = 18 mm) y de absorción (d = 1.5 mm) 

con patrón de movilidad ascendente desde estratos de profundidad de suelo en 110 cm hacia 

20-40 cm (Figura 7B).  

La incidencia en raíces de soporte mostró 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 raíces de conducción mostraron patrones de movilidad variables y aleatorios a 

nivel de estratos y profundidad, sugiriendo mayor capacidad de movilidad y menor 

restrictividad por amplia distribución en la estructura radicular. El gradiente de carga 

bacteriana (30 – 71 copias) para raíces de conducción se asoció principalmente entre 20 – 

60 cm profundidad y 80 – 160 cm de distancia de tronco, con una extensión de menor 

intensidad y carga de inóculo (20 – 25 copias) entre 80 – 100 y 200 – 240 cm (Figura 7D). 

En raíces de absorción, la mayor carga de inóculo y capacidad de movilidad se asoció a 

estratos de profundidad de suelo entre 80 – 110 y 80 – 280 cm de distancia del tronco, 

sorpresivo ya que las raíces de absorción tienen en general mayor predominancia en la 

superficie y periferia del sistema radicular. La mayor carga de inóculo (31 – 70 copias) se 

concentró a 160 – 240 cm de distancia. El patrón 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 evidenció patrón de dispersión periférico 

convergiendo en la zona media de profundidad y de distancia del tronco (Figura 7E). 

DISCUSIÓN 

La hipótesis de la condición asintomática de HLB asociada a un prolongado periodo de 

incubación (PI) en respuesta a infección de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) en 

árboles de naranja Valencia (C. sinensis / C. aurantium), con edad superior a 30 años en 

huertos comerciales del Centro Golfo de México, se analizó mediante la concentración y 

distribución espacio-temporal de la bacteria en tejido del dosel y tres tipos de raíz en 

condiciones de confinamiento. Durante siete colectas mensuales y un total de 1 540 

muestras analizadas no se reportaron síntomas visuales a pesar de 39.4 – 49.5 % de 

muestras qPCR positivas detectadas con una distribución relativamente generalizada en 

dosel y en ramas proximales (50.9 %) y distales (49.1 %). La ausencia de síntomas por al 

menos 7 meses contrasta con la incubación de CLas por dos a cinco meses en plantas de 

1.5 años de C. sinensis / C. limonia después de infección inducida con Diaphorina citri 

infectiva (Canale et al., 2020). No obstante, la incubación asociada a una condición 

presintomática de HLB es variable en cítricos, y se ha reportado de meses a años, 

dependiendo de la densidad poblacional del vector, carga de inóculo, edad de planta, injerto 

/ portainjerto, detección en huertos comerciales o traspatios, entre otros factores 

epidemiológicos (Gottwald et al., 2010). Sin embargo, varios de estos reportes han sido 

estimaciones empíricas o sin un sustento experimental.  

En este trabajo, el periodo de incubación se refiere al tiempo que transcurre entre una 

infección exitosa vía D. citri y la expresión de los primeros síntomas visibles de HLB. En 

este caso, debido el novel experimento desarrollado para una condición asintomática 

natural en campo, la infección no pudo ser controlada y por tanto se desconoce el tiempo-

0. Sin embargo, la premisa fue que la concentración bacteriana debía ser incremental y 

exhibir gradualmente una colonización crónica-sistémica dosel-raíz en caso de que la 

condición asintomática fuera transitoria y se explicara por un prolongado periodo de 
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incubación. El objetivo no fue estimar el periodo de incubación, pero si analizar este evento 

como causal de un retraso en la expresión de síntomas.  

Síntomas visibles iniciales característicos en follaje, posteriores a la infección de CLas, 

también son variables en función de especie citrícola, condiciones climáticas, carga-fuente 

de inóculo y otros factores (Canale et al., 2020; Esquivel-Chávez et al., 2012; Lopes et al., 

2009). En una condición HLB crónica-asintomática, el criterio de síntoma no es un 

parámetro de referencia para determinar PI, principalmente cuando se ha demostrado en 

condiciones de dispersión natural, en huertos comerciales, alta concentración bacteriana (1 

x 109 copias) y bajos umbrales de adquisición 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 síntoma-signo visible (p.e. fungosas), 

no sistémicas como corresponde a CLas. En consecuencia, el periodo de latencia (PL) en 

CLas, entendido clásicamente como el tiempo que requiere un patógeno para producir 

nuevo inóculo a partir del primer síntoma 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 PI (Canale et al., 2020). Esto implica que PL 

no es sucesivo y sincrónico con PI sensu Vanderplank y que la comprensión de la 

patogénesis en infecciones sistémicas requiere otro marco histológico-mecanístico 

(Esquivel-Chávez, 2016; Esquivel-Chávez et al., 2012). En esta investigación PI fue 

inferido a través de la dinámica de inóculo, i.e. multiplicación y distribución en el 

hospedero.    

Aunque estas restricciones metodológicas y biológicas evidencian la complejidad para 

explicar mediante PI la condición HLB-asintomática, un aspecto crítico es determinar si la 

dinámica espacio-tiempo de la concentración bacteriana puede determinar una condición 

asintomática crónica, i.e. permanente, o transitoria a una eventual expresión de síntomas 

visibles. Por ejemplo, la intensidad en la expresión sintomática de HLB, y 

consecuentemente de la concentración, se ha asociado a variables ambientales 

(Temperatura y HR) y migración de la bacteria hacia la raíz (Bassanezi et al. 2013b). La 

concentración de CLas en regiones cálidas de San Pablo, Brasil, se relacionó con 

temperatura y HR alta (Lopes et al., 2009). En S.J. Acateno, la mayor incidencia de 

muestras (37 – 87 positivos) y concentración de CLas (2.1 – 3.5 log) estuvo asociado a 

variación térmica importante de 19.1 – 27.6 °C (𝑥̅ = 24.4 ± 3.0) y moderada a alta humedad 

74.4 – 98.7 HR (𝑥̅ = 89.2 ± 9.9). Por el contrario, en la fase de disminución de CLas estuvo 

principalmente asociado con menor rango de temperaturas de 12.1 – 23.6 °C (𝑥̅ = 19.1 ± 

2.6) que con humedad (79.7 – 98.9 HR, 𝑥̅ = 92.0 ± 7.5).  

En general, a nivel de árbol se observó efecto temporal de CLas en dosel (p < 0.0001) 

teniendo las muestras de verano significativamente mayor concentración (2.1 – 3.5 log-

CLas) comparado con primavera y otoño-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 

fluctuación estacional de la bacteria en condiciones de huertos comerciales sintomáticos 

(Sauer et al., 2015). Esto indica que la temperatura está implicada en cambios de 

concentración de CLas pero no explica un efecto asintomático por PI. 

La premisa de atribuir la condición asintomática a PI prolongado, inferido por carga de 

inóculo incremental en tiempo y espacio dosel-raíz también se descartó en esta 

investigación. La concentración de CLas fue fluctuante en el rango de 1.5 – 3.5 log de 

copias/reacción 100 mL durante el periodo de evaluación (rango = 6.3 - 68 870.7 copias). 
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 Estudios de CLas mediante infección controlada en plantas jóvenes de C. sinensis Pera 

sugieren estabilidad en detectabilidad visual con aproximadamente en 5 log células g-1, 40 

días después de la inoculación y un umbral mínimo de 2.6 log (2.6 – 3.6 log CLas) para 

expresión de síntomas en brotes nuevos, 24 días después de inoculación (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 condición 

asintomática se mantuvo.  

A nivel sector-rama o sector-dosel, la concentración de CLas tuvo diferencias 

estadísticas (p = 0.07). Las ramas mostraron carga de inóculo heterogéneas entre sectores 

alcanzando hasta 2.4 – 5.1 log-CLas. Este efecto ha sido registrado en Brasil en árboles 

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 infección 

y colonización de CLas en planta (Raiol-Junior et al., 2020), sobre todo en condiciones de 

huertos comerciales. 

La parametrización epidémica de carga de inóculo (Yi, Ymax y Yf) a partir de las curvas 

de concentración de CLas validó la fluctuación temporal de la bacteria, no incremental ni 

gradual sobre dosel, fortaleciendo el nulo o bajo efecto de PI en la condición HLB-

asintomático. La mayor positividad y concentración de CLas (Ymax) se encontró asociada 

al sector medio-superior del dosel. El inóculo en la fase inicial (Yi) y final epidémica (Yf) 

mostró movilidad hacia sectores inferior e inferior-superior, respectivamente. El efecto de 

mayor concentración en sector medio-superior puede estar asociada la emisión de brotes y 

renovación de tejido (Raiol-Junior et al., 2020), los cuales pueden ser reservorios 

asintomáticos de la bacteria y fuente de adquisición - dispersión por medio del insecto-

vector. Lee y colaboradores (2015) simularon que en aproximadamente un año hasta 12 

000 individuos de D. citri / árbol pueden ser infectivos (Lee et al., 2015).  

A nivel de reconocimiento, la expresión temporal y espacial de efectores de CLas (p.e., 

CLIBASIA_03875, CLIBASIA_04800, CLIBASIA_05640, etc.) también debe 

considerarse en la colonización temprana, supresión de genes de tolerancia y la 

supervivencia de largo plazo, potencialmente involucrados en una condición asintomática 

o presintomática (Shi et al., 2019). 

La condición asintomática asociada al movimiento de CLas hacia la raíz es un factor 

biológico y epidemiológico de relevancia (Bassanezi et al. 2013b). Estudios recientes han 

documentado movimiento de CLas hacia tejidos de raíz y foliares recién desarrollados 

(Raiol-Junior et al., 2020). Sin embargo, el factor raíz ha sido poco estudiando directamente 

en campo por priorizar el diagnóstico visual-síntoma, por métodos genómicos PCR, y la 

dificultad del muestreo en raíz debido a su estructura compleja en Citrus spp. (Alves et al., 

2021).  

La detección de CLas en raíz de plantas jóvenes puede preceder una condición no 

detectable y asintomática en follaje, y que puede ser hasta tres veces más eficiente que en 

hojas (Xie et al., 2021; Braswell et al., 2020; Raiol-Junior et al., 2020; Graham et al., 2014; 

Johnson et al., 2013). No fue el caso en estos resultados favoreciendo la idea que PI no está 

implicado mecanísticamente. En general, CLas tuvo una distribución generalizada en dosel 

- raíz. La probabilidad de detectar CLas en raíces vs. tejido no fue estadísticamente 

diferente (38.7 vs. 41.9 %, p < 0.05), pero si hubo diferencias en la carga de inóculo (p = 

0.0001) con 9 – 43.4 respecto a 6.3 - 68 870.7 copias en tejido foliar asintomático. También 

hubo efecto del tipo de raíz 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 raíces de soporte, conducción y 

absorción, 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 raíces jóvenes (absorción) tuvieron la mayor carga 

bacteriana después de poda en raíz.  

Es importante remarcar que los resultados de la dinámica de CLas es inherente a la 

interacción inóculo inicial - planta sin influencia de fuentes externas de inóculo ya que 

eventos de reinfección vía D. citri, y eventual transmisión de otras variantes CLas asociadas 

con mayor agresividad (G. Mora, No publicado), se eliminó mediante el confinamiento de 

árboles.  

Otros factores, como el efecto densidad vector, variante de CLas y combinación injerto 

/ portainjerto no pude ser obviado en estudios de una condición asintomática. 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 detección de muestras 

positivas en dosel, significativamente menor a regiones de alta densidad, como en 

Tecomán, Colima con 18.3 – 56.1, y Martínez de la Torre, Veracruz 5.4 – 7.9 D. citri 

promedio / trampa (SIMDIA, 2022). Análogamente, condiciones crónico - 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 Michoacán (De la Rosa, 2016), contra un rango de 6.3 - 68 870.7 copias en 

este trabajo. 

Otra consideración en condición presintomática es la modificación estructural del 

floema en tejido infectado p.e., acumulación almidón, engrosamiento de la pared celular, 

expresión de genes de calosa y proteínas (p.e., CALLOSE SYNTHASE7 y PHLOEM 

PROTEIN2), resultando en el taponamiento diferencial de haces vasculares según tipo de 

cítrico / portainjerto más que a carga de inóculo o movimiento intra-planta de CLas 

(Cavichioli et al., 2022; Xie et al., 2021; Achor et al., 2020). Este comportamiento se 

reportó en parénquima en empalizada y esponjoso de tejido sintomático de C. aurantifolia 

en comparación con C. sinensis. En particular el área y anchura de floema en tejido 

asintomático de plantas infectadas fue 1.9 veces menor en naranjo dulce (Esquivel-Chávez 

et al., 2012).  

Estos resultados proporcionan evidencia de que PI no explica la condición asintomática 

de CLas en el entorno productivo de S.J. Acateno. Adicionalmente, refuerza la importancia 

de diseñar estrategias para establecer sistemas eficientes de vigilancia-monitoreo para 

detección de CLas en condiciones asintomáticas crónicas o transitorias. Así mismo, 

generan nuevas perspectivas de manejo con base en la comprensión genética de la 

interacción planta-patógeno e implicaciones epidémicas. Este es el primer trabajo que 

analiza PI mecanísticamente, a nivel dosel – raíz, las detecciones iniciales de HLB-

asintomático en México en árboles productivos adultos de Valencia C. sinensis / 

C. aurantium en condición de campo. 

CONCLUSIONES 

Este trabajo es parte de una amplia investigación conducida por el grupo CP-LANREF, 

enfocada a analizar por primera vez la condición asintomática de HLB en Valencia Naranjo 

dulce / N. agrio. Específicamente, este trabajo demostró que un periodo de incubación 

prolongado no determina la condición asintomática con base en la variación espacio-
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temporal de la concentración de Candidatus Liberibacter asiaticus a nivel dosel - raíz 

planta.  

La condición positiva asintomática de Clas se mantuvo a través de siete evaluaciones 

mensuales de tejido aéreo y una evaluación exhaustiva de raíz. La concentración fue 

fluctuante, no incremental, con diferencias estadísticas según estacionalidad o tipo de raíz. 

La distribución relativamente homogénea de CLas en dosel del árbol y la presencia de esta 

bacteria en raíces de soporte, conducción y absorción sugiere una infección crónica de 

mediano-largo plazo, por lo que la ausencia de síntomas visibles puede tener otras causas 

de tipo fisiológico, histológico o genético inherente al patógeno. Adicionalmente, la 

eventual ocurrencia de síntomas en árboles asintomáticos debe considerar la reinfección de 

variantes y cambios en la estructura poblacional del patógeno. Estos resultados contribuyen 

a fortalecer estrategias de sistemas de vigilancia-monitoreo por estacionalidad, sectores 

dosel-rama y tipo de tejido con mayor probabilidad de detección aun en condición 

asintomática y generan nuevas perspectivas de manejo de CLas. 

Limitaciones 

Este trabajo se realizó durante siete meses en árboles de Naranjo dulce / N. agrio 

comerciales de edad superior a 30 años de la región Centro-Golfo de México. Se desconoce 

el efecto de otras condiciones productivas y climáticas en una eventual condición 

asintomática de HLB.  
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